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1 Abstract und Einleitung
1.1 Abstract
Ein großer Bereich der Bioinformatik ist die automatische Annotation von Genen.
Hier gibt es einige Systeme, die speziell fu¨r die Annotation in mitochondrialen
Genomen ausgelegt sind. So sind MOSAS1[16], MITOS2[6] und DOGMA3[20] zu
erwa¨hnen. Alle ko¨nnen mehr oder weniger automatisch die Proteine, tRNAs und
rRNAs annotieren. Keins von ihnen kann aber die Kontrollregionen bzw. den D-
Loop vorhersagen.
Diese Arbeit bescha¨ftigt sich mit dieser Lu¨cke und versucht Mo¨glichkeiten zu fin-
den, die eine Automatisierung der Annotation des D-Loop zu erlauben. Als Grund-
lage fu¨r die verschiedenen Anna¨herungen und die Bewertung der Ergebnisse werden
die Annotationen des D-Loops in der NCBI RefSeq 464[13] benutzt. Hier wird eine
besondere Aufmerksamkeit auf die Sa¨ugetiere gelegt. Dies ist damit begru¨ndet, dass
es sich dabei um eine u¨bersichtliche Gruppe mit vielen annotierten D-Loop Regionen
handelt. So werden mit den Programmen Fragrep [12] und Blast [1] versucht ein-
zelne Merkmale aus dem D-Loop zu Annotieren. Diese werden dann zu einer gesamt
Annotation des D-Loops im D-Loop-Finder zusammengesetzt.
1.2 Einleitung
Das Thema meiner Bachelor Arbeit
”
Vorhersage und Analyse von konservierten
Merkmalen der Kontrollregion mitochondrialer Genome“ entspringt der Bioinfor-
matik und somit bescha¨ftigt sich ein Teil der Arbeit mit biologischen Aspekten.
Insbesondere ist das Genom eines Mitochondriums (mtDNA) genauer zu betrach-
ten. So muss, um zu verstehen was die
”
Kontrollregion“ des mitochondrialen Genoms
ist, erst einmal der Prozess der Replikation erkla¨rt werden. Denn dies ist der Prozess
auf den sich die Kontrolle bezieht. Der ebenfalls biologische Begriff der
”
Merkma-
le“ bezieht sich hier auf DNA-Sequenzen, die kontrollierende Funktionen aufweisen.
Um solche kontrollierende Funktionen zu erfu¨llen, nehmen Merkmale viele verschie-
dene Formen an. So gibt es bestimmte Sekunda¨rstrukturen, welche zum Beispiel
die O¨ffnung des mtDNA-Doppelstrangs erleichtern. Ein weiteres Merkmal ko¨nnen
DNA-Sequenzen sein, die beispielsweise als Ankerpunkt fu¨r Enzyme dienen. Das
letzte hier beachtete Merkmal sind Wiederholungen kurzer Sequenzblo¨cke, um zum
Beispiel die Wahrscheinlichkeit der Interaktion zu erho¨hen.
Weiterhin wird im Thema von
”
konservierten Merkmalen“ gesprochen. Dieses
”
konserviert“ steht dafu¨r, dass die Merkmale in vielen verschiedenen Spezies auf-
zufinden sind. Das Merkmal blieb im Evolutionsprozess erhalten und wurde somit
konserviert. Dies passiert, wenn DNA-Sequenzen mit bestimmten Funktionen ver-
1http://mosas.byu.edu/
2http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/
3http://dogma.ccbb.utexas.edu/
4http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/
3
sehen sind, die, wenn sie vera¨ndert werden, einen evolutiona¨ren Nachteil bedeuten.
Solche Individuen, mit gesenkter
”
Fitness“, werden ausselektiert und geben somit
ihr Genom nicht weiter. Der biologische Teil des Themas ist die Beschreibung und
Erkla¨rung der konservierten Merkmalen der Kontrollregion mitochondrialer Geno-
me.
Der informatische Teil der Arbeit baut auf zwei Punkten auf: der Analyse von vor-
handenen Sequenzen dieser Merkmale ihrer Vorhersage. Diese Sequenzen kommen
dabei aus der NCBI RefSeq 46 (siehe Abschnitt 4). Sie werden auf ihre Konservierung
und Mo¨glichkeiten sie zu beschreiben untersucht. Diese Beschreibungen ko¨nnen da-
bei a¨hnlich viele Formen annehmen, wie die Merkmale unterschiedlich sein ko¨nnen.
Allerdings kommt noch dazu, dass diese, zur weiteren Annotation dieser Merkmale,
in passenden Formaten fu¨r die Programme sein mu¨ssen. Ein Ziel dieser Arbeit ist
somit ein Programm bzw. ein Script zu entwickeln, dass diese
”
Kontrollregionen“
annotieren kann.
Die Programmiersprache fu¨r dieses Script ist Python in Version 2.7, die grund-
legenden Programme sind aber bewa¨hrte Mittel der Annotation und sind somit
in anderen Programmiersprachen geschrieben. Die Programmierarbeit ist eine Wei-
terfu¨hrung des Mitos-Projektes[6]. So stammt der zugrundeliegende Code aus diesem
Projekt. Es werden aber einige wichtige Anpassungen vorgenommen. So wurde die
Feature-Klasse u¨berarbeitet und um Subfeatures erweitert. Weiterhin wurde die Po-
sitionsangabe in mehrere Teile pro Feature vera¨ndert. um mo¨glichst nah an dem
GenBank-Format arbeiten zu ko¨nnen. Weitere A¨nderungen betreffen den GenBank-
Parser. Dieser wurde erweitert um die D-Loop-Informationen ebenfalls zu parsen und
zu korrigieren. Es werden auch zwei neue Annotationsmethoden in den Sourcecode
eingepflegt: Blastn[1] und Fragrep[12]. Fragrep ist komplett neu in den Python
Scripten, wa¨hrend bei Blastn eine alte Methode, aus dem Mitos-Projekt, verworfen
wurde, um eine neue zu schreiben. Die letzte Erweiterung betrifft die Analyse. So
wurde die Tax-Klasse erweitert, um taxonomische Ba¨ume auszugeben, mit Informa-
tionen u¨ber in ihnen enthaltene D-Loop- Annotationen. Außerdem wurde ein Modul
geschrieben, um die Auswertung der Treffer der verschiedenen Annotationstools zu
realisieren. Der gesamten Sourcecode der Python Pipeline ist auf einer beigelegten
DVD zu finden.
Zur Bewertung der Vorhersage wird wieder derselbe Datensatz benutzt. Hier stellt
sich zum einen die Frage, wie gut die bekannten Annotation getroffen werden, und
zum anderen, ob sich realistische neue Annotationen finden lassen, die so noch nicht
bekannt sind.
4
2 Biologische Grundlagen
In diesem Kapitel gehe ich auf die biologischen Grundlagen ein, die fu¨r das Thema
vorhanden sein mu¨ssen, angefangen bei einer kurzen Beschreibung des Mitochon-
driums, ihres Genoms und ihrer Replikation. Außerdem gehe ich noch auf die Spe-
zifikationen der Kontrollregionen ein und welche Merkmale dort in der Literatur
beschrieben werden. Diese Merkmale bilden die Grundlage meiner Versuche, die
Kontrollregion zu annotieren.
Abbildung 2.1: Das mitochondriale Genom eines Menschen mit seinen Genen [5].
Die dargestellten Gene sind: NADH-Dehydrogenase Untereinheiten
(ND1-ND6 und ND4L), Cytochrom-b (Cyt b), Cytochrom-c-Oxidase
Untereinheiten (COI-III), ATP-Synthase Untereinheiten 8 und 6,
rRNAs (12S und 16S), und tRNAs (A,R, N, D, C, E, Q, G, H, I, L,
K, M, F, P, S, T, W, Y, V), diese werden bezeichnet mit dem Ein-
buchstabencode fu¨r Aminosa¨uren. Außerdem ist noch der Replikati-
onsursprung des schweren Stranges (OH) und des leichten Stranges
(OL) eingezeichnet. Die Pfeile an den Replikationsurspru¨ngen geben
die Richtung an in der die Replikation des Stranges abla¨uft.
2.1 Das Mitochondrium
Mitochondrien sind Zellorganellen der Eukaryoten. Sie haben einige Besonderhei-
ten, die sie von den andern Organellen (außer den Chloroplasten) unterscheiden. So
haben sie eine Doppelmembran und besitzen ihr eigenes Genom. Dies wird in der
Biologie durch die Endosymbiontentheorie erkla¨rt[19]. Nach dieser Theorie waren
die Mitochondrien frei lebende Bakterien, die von den anderen Zellen aufgenommen
wurden. Weiterhin werden sie nicht von der Zelle gebildet, sondern vermehren sich
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durch eigensta¨ndige Teilung, vergleichbar mit der Zellteilung. Die Geschwindigkeit,
in der sie sich teilen, ist sehr variabel und kann sogar innerhalb einer Zelle unter-
schiedlich sein. Sie sind aber nahezu unabha¨ngig von den Teilungszyklen der Zelle an
sich. Ihre Trennung von der Zelle sorgt dafu¨r, dass sie einen eigenen Replikations-,
Transkriptions- und Translations-Apparat besitzen. Die Funktion, die sie in Euka-
ryotenzellen u¨bernehmen, ist die der Energiegewinnung. Darum werden sie auch oft
als die Kraftwerke der Zellen bezeichnet [3].
2.2 Das mitochondriale Genom
Die Evolution des mitochondrialen Genoms ist nur sehr lose an die Evolution der
Spezies an sich gebunden. Sie la¨uft langsamer ab, da es zu keiner Rekombinati-
on mit anderen Genomen kommt, sondern diese sich meist nur von der Mutter an
die Kinder vererben. Aufgrund der hohen Mutationsraten und der fehlenden Re-
kombination, lassen sich mitochondriale Genome besser, als die Kern-DNA, u¨ber
Spezies hinweg vergleichen. Das Genom eines Mitochondriums besteht aus einem
doppelten DNA-Strang. Dieser ist, anders als in der Kern-DNA, nicht zu einer α-
Helix gewunden, sondern bildet eine Kreisform (Plasmid). Diese Kreisform wird als
”
E mtDNA“ bezeichnet [3]. Da es nun nicht mo¨glich ist eine Unterscheidung der
Stra¨nge durch ihre Enden (3’ und 5’ ) zu treffen, werden sie aufgrund ihres Gewich-
tes unterschieden. Dies kommt zustande, da Nukleotide unterschiedlich viel wiegen.
Insbesondere sind Adenin (A) und Guanin (G), da sie Purine-Derivate sind, schwerer
als Cytosin (C) und Thymin (T), die Pyrimidine-Derivate sind. Dieser Gewichtsun-
terschied ist damit begru¨ndet, dass Purine aus zwei Kohlenstoffringen bestehen mit
vier Stickstoffatomen, wo hingegen ein Pyrimidine aus einem Kohlenstoffring mit
zwei Stickstoffatomen besteht. Es gibt fu¨r gewo¨hnlich einen A/G-haltigeren Strang,
dieser wird als H-Strang (vom englischen
”
heavy“) bezeichnet. Der zweite Strang
ist C/T-haltiger und wird als L-Strang (vom englischen
”
light“) bezeichnet. In sei-
ner passiven Form liegt das Genom aber nicht einfach als Plasmid vor, sondern es
schließen sich mehrere Genome zusammen und bilden eine Kette. Diese wird, um
weiteren Platz zu sparen, noch verdreht zur
”
C mtDNA“[3], dies ist vergleichbar mit
der weiteren Faltung von Kern-DNA. In der
”
C mtDNA“ ist jedes Plasmid bis zu
hundertmal verdreht. Da diese Form fu¨r die Replikation und Transkription nicht von
Interesse ist, gehe ich nicht weiter auf sie ein. In jedem Mitochondrium existieren
viele dieser Plasmide, sie besitzen aber alle die gleiche DNA. Das Genom besitzt
die Gene fu¨r zwei rRNAs, die fu¨r die mitochondriale Translation beno¨tigt werden.
Ebenfalls fu¨r die eigene Translation werden bis zu 22 tRNAs in dem Genom codiert.
Es sind noch 13 weitere Gene auf dem Genom vorhanden. Diese werden in Proteine
(Enzyme) u¨bersetzt. Eine beispielhafte Reihenfolge und genau Aufza¨hlung der Gene
ist in Abbildung 2.1 zu finden.[3].
2.3 Mitochondriale Replikation
Der Prozess der Replikation ist die Vermehrung von Erbinformationen, also die Er-
zeugung eines neuen DNA-Strangs aus einem alten. Da dies mit beiden Stra¨ngen
gleichzeitig passiert, entstehen zwei identische, neue Genome. Dies wird durch die Ei-
genschaft der DNA, aus einem Strang den komplementa¨ren Strang bilden zu ko¨nnen,
ermo¨glicht. Dieser Prozess wird durch DNA-Polymerase-γ katalysiert und unter Ver-
wendung von Adenosintriphosphat (ATP) vorangetrieben. Die Geschwindigkeit, die
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Abbildung 2.2: Mitochondriale Replikation [3]. Die mtDNA liegt zuerst in ihre C
Form vor. Zur Replikation wird diese entrollt. Daraufhin bildet sich
der D-Loop (D-Form). Dieser wird weiter Verla¨ngert und so wird der
H-Strang Repliziert (Exp-D). Sobald der OL erreicht wird startet die
Replikation des L-Stranges (Exp-D(l)). Wenn beide Replikationen
Beendet sind, sind zwei Genome vorhanden(E-Form). Die sich wieder
zur C-Form verdrehen. Genaueres siehe Abschnitt 2.3.
dabei erreicht wird, liegt bei ca. 270 Nukleotide pro Minute und ist damit nicht
besonders hoch [3]. Die mitochondriale Replikation la¨uft in vier Schritten ab (Ver-
gleich Abbildung 2.2). Am Anfang liegt das Genom in seiner zirkula¨ren Form vor.
Im ersten Schritt entsteht der Displaement-Loop (D-Loop), indem sich an einem be-
stimmen Teil des Genoms der Doppelstrang o¨ffnet und sich ein dritter DNA-Strang
an den leichten Strang bindet (D mtDNA) [3]. Dieser Zustand ist der Ausgang fu¨r
die Replikation des schweren Stranges. Im na¨chsten Schritt la¨uft die Replikation des
schweren Stranges weiter. So liegt ein immer gro¨ßerer Teil der DNA als dreifacher
Strang vor (Exp-D) [3]. Die Replikation des leichten Stranges startet erst, wenn die
Replikation des schweren Stranges den Replikationsursprung des leichten Stranges
erreicht hat. Dieser befindet sich von Spezies zu Spezies an unterschiedlichen Stellen,
bei vielen aber so, dass zu dem Zeitpunkt, da der Replikationsursprung des leich-
ten Stranges (OL) erreicht wird, bereits zwei drittel des schweren Stranges repliziert
wurden. Der na¨chste Schritt ist die gleichzeitige Replikation des schweren und des
leichten Stranges, wobei diese in entgegengesetzte Richtungen verlaufen. Dies liegt
darin begru¨ndet, dass die mitochondriale Polymerase wie jede Polymerase nur von
5’ nach 3’ arbeitet (Exp-D(l)) [3]. Der vierte Schritt ist nun, dass die Replikation
des schweren Stranges beendet wird und dieser sich von dem alten schweren und
neu entstehenden leichten Strang trennt. Somit hat sich ein neues Genom gebildet.
Den Abschluss macht die Vollendung des leichten Stranges. Womit nun nach dem
semi-konservativen Prinzip zwei neue Genome aus einem alten entstanden sind [3, 5].
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2.4 Der D-Loop
Der D-Loop ist, wie bereits beschrieben, ein Bereich in dem zeitweise drei DNA-
Stra¨nge vorhanden sind. Dieses Gebilde ist aber weder sehr stabil noch ist es ein-
deutig. Es gibt unterschiedlich lange D-Loops in einer Spezies [3]. Die Halbwertszeit
scheint bei ca. einer Stunde zu liegen [3]. Bei den Sa¨ugetieren ist der D-Loop un-
gefa¨hr 880 bis 1400 Nukleotide lang [14]. Außerdem liegt er bei ihnen zwischen
der Phenylalanine-tRNA und der Proline-tRNA[14]. Im D-Loop ist ein Großteil der
Kontrollregionen des mitochondrialen Genoms zu finden. Neben der bereits ange-
sprochenen Funktion als Ausgang der H-Strang Synthese, sind hier noch der L- und
H-Promoter zu finden. Ein Promoter ist der Ausgang einer Transkription. Das es nur
jeweils ein L- und H-Promoter gibt, basiert auf der Annahme, dass beide Stra¨nge
als komplette Stra¨nge transkribiert werden. Zur weiteren Verarbeitung werden sie
dann wieder in die Gene zerschnitten[4]. Ein sehr grob beschriebenes Merkmal der
kompletten D-Loop Region ist ein erho¨hter AT-Gehalt. In der Literatur werden drei
hauptsa¨chliche, konservierte Merkmale beschrieben, sogenannte
”
extended termina-
tion associated sequences“ (ETAS), eine
”
Central Domain“ (CD) und
”
conserved
sequence blocks“ (CSB) [4, 14]. Außerdem werden noch Sekunda¨rstrukturen, also
Faltungen der DNA, beschrieben [2]. In den folgenden Absa¨tzen werde ich diese vier
Merkmale genauer beschreiben.
Abbildung 2.3: Veranschaulichung des D-Loops mit seinen Merkmalen [4].
2.4.1 ETAS
Unter dem Begriff
”
extended termination associated sequences“ wird eine Erwei-
terung der
”
termination associated sequences“(TAS) beschrieben. TAS sind ca. 15
Nukleotide lange Sequenzen, die kurz vor dem 3’ Ende des D-Loops zu finden sind.
Ihre Funktion ist die Termination, also die Beendigung der H-Strang Synthese. Sie
wurden in vielen Vertebraten (Wirbeltieren) nachgewiesen. Die ETAS sind Wie-
derholungen dieses TAS-Motive in konservierten Blo¨cken im D-Loop. Es gibt zwei
ETAS, zwischen denen bis zu 160 Nukleotide liegen ko¨nnen. Die gesamte Domain
mit beiden ETAS und der Lu¨cke hat eine ungefa¨hre La¨nge von 200 bis 700 Nu-
kleotiden. Die beiden ETAS allein haben eine La¨nge von ca. 60 bis 90 Nukleotiden.
Diese sehr unterschiedlichen La¨ngen kommen zustande, weil es in dieser Domain,
viele Deletionen bzw. Insertionen gibt. Es gibt Genome, in denen die ganze Domain
mehrfach vorkommt [14].
ETAS1 liegt nahe am 3’ Ende des D-Loops, hat aber einen variablen Abstand zu
diesem. Es ko¨nnte hier die Regulierung der Translation stattfinden [14]. ETAS2 liegt
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Richtung 5’ vom ETAS1 aus. Es konnte in ein paar Spezies nachgewiesen werden,
dass ein Protein, das in Zusammenhang mit der Translation steht, hier bindet. Also
liegt die Vermutung nahe, dass hier die Bindungsstelle fu¨r Terminationsfaktoren lie-
gen ko¨nnte [14]. ETAS2 ist nicht so stark konserviert wie ETAS1. So konnte es nicht
bei allen Sa¨ugetieren nachgewiesen werden. Die Domain ko¨nnte mehrere Funktionen
haben. So kann sie neben der beschriebenen Translationssteuerung auch funktionell
mit den TAS zusammenha¨ngen und an der Beendigung des Replikationsprozesses
mitwirken[11, 14].
2.4.2 Central Domain
Es gibt eine
”
Central Domain“, die ca. 300 bis 330 Nukleotide lang ist. Sie ist charak-
terisiert durch ungefa¨hr 50 stark konservierte Sequenzen. Es gibt Lu¨cken zwischen
diesen Sequenzen, die nicht konserviert sind. Sie ist die mit Abstand am sta¨rksten
konservierte Region des D-Loops.[14]. Die biologische Bedeutung dieser Domain ist
noch nicht gekla¨rt. Es ko¨nnte sein, dass sie mit dem Cytoskelett interagiert. So
gibt es ein ha¨ufiges Auftreten der Motive GG und GGG. Dies gibt Hinweise darauf
das hier Bindungen an das Cytoskelett mo¨glich sind, weil viel Stellen fu¨r die solche
Bindungen nachgewiesen wurden, reich an solchen Motiven sind.[11].
2.4.3 CSB
Der Begriff
”
conserved sequence blocks“ steht fu¨r bestimmte Sequenzblo¨cke, die u¨ber
mehrere Spezies hinweg konserviert sind. In der Literatur werden drei beschrieben.
Sie befinden sich nahe am 5’ Ende des D-Loops, ihre Bezeichnungen sind CSB1,
CSB2 und CSB3. In dieser Domain befinden sich sowohl der Promoter fu¨r den
leichten als auch der fu¨r den schweren Strang. Außerdem ist hier der Ursprung der
Replikation des schweren Stranges zu finden. Die La¨nge der Domain schwankt stark,
sie kann zwischen 200 bis 800 Nukleotiden liegen. Der Abstand zwischen CSB1 und
der CD liegt bei 40 bis 180 Nukleotiden. Zwischen CSB1 und CSB2 liegen 20 bis
270 Nukleotide. Die Distanz zwischen CSB2 und CSB3 ist 5 bis 60 Nukleotide (siehe
Abbildung 2.3). Der Abstand zum 5’ Ende des D-Loops ist schwer zu beschreiben,
da der D-Loop, wie bereits erwa¨hnt, eine variable La¨nge hat. Darum kann man nur
den Abstand zum na¨chsten Gen angeben (bei Sa¨ugetieren ist dies die Phe-tRNA).
Dieser Abstand liegt bei 60 bis 350 Nukleotiden. Diese sehr variablen Absta¨nde sind
damit zu erkla¨ren, dass es zwischen den CSB ha¨ufig zu Deletionen und Insertionen
kommt [14]. CSB1 ist ca. 30 Nukleotide lang und der am besten konservierte CSB.
Er ist in allen Sa¨ugetieren zu finden. Seine Funktionen sind, Bindungsstelle fu¨r
die Replikation des H-Strangs zu sein und an seinem 5’ Ende kurze RNA-Primer
zu binden [11]. CSB2 und CSB3 sind mit 15 bis 20 Nukleotiden ku¨rzer als CSB1.
Außerdem sind sie nicht so stark konserviert. Sie kommen nicht in jedem Sa¨ugetier
vor. Ihre genaue Funktion ist noch unklar. Es ist aber zu beobachten, dass es in
ihnen eine Ha¨ufung von Cs hintereinander gibt [11, 14].
2.4.4 Sekunda¨rstrukturen
Es werden in der Literatur zwei große Kleeblattstrukturen [2] (spa¨ter nur noch Haar-
nadelstrukturen [11]) beschrieben. Die erste liegt auf der ETAS1 und die zweite
auf dem CSB1. Somit scheint die Funktionalita¨t der beiden Sequenzen durch diese
Strukturen begu¨nstigt zu werden. Im Falle von ETAS1 ist dies damit zu erkla¨ren,
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Abbildung 2.4: Sekunda¨rstrukturen der ETAS1(a,b) und des CSB1(c) [11].
dass sie eine Rolle bei der Termination der H-Strang Replikation spielt [14]. Die
Sekunda¨rstruktur bei dem CSB1 ko¨nnte damit erkla¨rt werden, dass sie als Bin-
dungsstelle fu¨r Enzyme fungiert [11].
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3 Datei-Formate
3.1 Das Fasta-Format
Bei dem Fasta-Format handelt es sich um ein Format, in dem Sequenzen gespeichert
werden. Eine Erkla¨rung des Formats gibt es auf der NCBI-Webseite1. Jede Sequenz
in dem Format besteht aus zwei Teilen: Der erste Teil ist ein Header dessen Zeile
mit dem Zeichen
”
>“ beginnt, der Rest der Zeile ist der Bezeichner fu¨r die Folgen-
de Sequenz. Der zweite Teil ist die Sequenz selber, welche im IUB/IUPAC Code1
geschrieben ist. Die Sequenz kann u¨ber mehrere Zeilen gehen. Eine Sequenz endet
entweder am Dateiende oder mit dem Header der na¨chsten Sequenz. So ko¨nnen
mehrere Sequenzen in einem Multifasta stehen.
3.2 Das Genbank-Format
Das Genbank-Format ist definiert als
”
Genbank Flat File“ ist ein von der NCBI
definiertes und benutztes Format2. Es besteht aus drei Teilen: dem Header, einer
Feature-Liste und der Genom-Sequenz. Es wird ausschließlich die Sequenz eines
Stranges angegeben, dieser stellt den kodierenden Strang da. Dieser Strang wird,
als positiver Strang bezeichnet und der komplementa¨re Strang als negativer Strang.
Fu¨r die mtDNA ist der H-Strang der kodierende Strang.
Im Header sind Informationen u¨ber das Genom enthalten. Wie die
”
Accession
Number“, welche das Genom eindeutig identifiziert. Weitere Informationen sind:
die La¨nge des Genoms, taxonomische Einordnung, der wissenschaftliche Name und
weitere Namen. Es werden weiterhin noch Referenzen angegeben, zu Artikeln aus
denen Angaben zu dem Genom gemacht werden.
Der zweite Teil ist eine Feature-Liste, in der die Annotationen auf dem Genom ent-
halten sind. Die Definition3 dieser Liste ist eine Gemeinschaftsarbeit der DNA Data
Bank of Japan4, EMBL-Bank5 und der NCBI. Jedes Feature besteht aus zwei Teilen:
einem Schlu¨ssel und einem Bereich, der die Position und weitere Informationen bein-
haltet. Der Schlu¨ssel ist aus einer Liste an mo¨glichen Schlu¨sseln entnommen. Bei-
spiele fu¨r Schlu¨ssel sind
”
tRNA“,
”
gene“,
”
rRNA“ oder auch
”
D-loop“. Die Position
setzt sich aus vier Atomen zusammen: einer Intervallangabe,
”
join“,
”
complement“
und
”
order“. Die Intervallangabe hat die Form:
”
Start..Ende“, wobei Start und Ende
Nukleotidepositionen sind. Das
”
join“ Atom hat die Form
”
join(Position 1,Positi-
on 2,...)“. Die Reihenfolge der Positionen im
”
join“ gibt an, in welcher Reihenfolge
die Teile zusammengesetzt werden. Daraus ergibt sich die Mo¨glichkeit Features aus
mehreren Teilen zusammen zu setzen. Dies geschieht beim D-Loop aber nur, wenn
das Ende der Genom-Sequenz im D-Loop liegt. Das
”
complement“ Atom hat die
1http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blastcgihelp.shtml
2http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sitemap/samplerecord.html
3http://www.ncbi.nlm.nih.gov/collab/FT/
4http://www.ddbj.nig.ac.jp/
5http://www.ebi.ac.uk/embl/
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Form:
”
complement(Position)“. Es bedeutet, dass diese Position auf dem negativen
Strang liegt, also auf dem komplementa¨ren Strang des angegebenen. Bei den Meta-
zoa tritt dies allerdings nur 16 mal in den 1651 D-Loop-Annotationen auf. Darunter
fallen drei Humanoide, bei denen es aber falsch ist, da die Feature eindeutig auf dem
positiven Strang liegen mu¨ssen (siehe Abschnitt 4.2). Das letzte Atom ist
”
order“
und wird genauso wie
”
join“ benutzt. Der Unterschied der beiden ist, dass
”
order“
keine Reihenfolge darstellt, in welcher das Feature zusammen gesetzt wird, sondern
nur die Reihenfolge in der die Teile im Genom liegen, von 5’ nach 3’. Dieses Atom
spielt bei den D-Loop Annotationen keine Rolle.
Die weiteren Informationen geben zusa¨tzliche Ausku¨nfte zu dem Feature. So kann
bei einem Gen das Produkt des Gens angegeben sein. Fu¨r den D-Loop gibt es zwei
Hauptverwendungen dieses Bereichs. Die Erste ist, dass in einigen Genomen der
D-Loop nur mit dem key
”
misc feature“ eingetragen ist. Um ihn als D-Loop zu
kennzeichnen wird eine Angabe als
”
/note“ gemacht wie: /note=”control region”.
Dies ist zum Beispiel beim Ornithorhynchus anatinus (Schnabeltier, NC 000891) der
Fall. Die zweite Mo¨glichkeit ist wieder u¨ber das
”
/note“ Feld umgesetzt. Es werden
Angaben zu den Positionen der CSBs gemacht. Dies passiert zum Beispiel bei dem
Polychrus marmoratus (Buntleguan, NC 012839).
Der dritte und letzte Teil des Formats ist die Sequenz im Fasta-Format. Einge-
leitet wird mit einer Zeile, in der
”
ORIGIN“ steht. In diesem Bereich stehen in
jeder Zeile 60 Nukleotide. Am Anfang der Zeile steht die Position im Genom des
ersten Nukleotids der Zeile. Dahinter stehen die 60 Nukleotide in Blo¨cken von 10
Nukleotiden zusammengefasst.
3.3 Das Sequenz-Logo-Format
Abbildung 3.1: Die ETAS1 als Beispiel fu¨r ein Sequenz-Logo.
Bei einem Sequenz Logo handelt es sich um eine Darstellung einer Aminosa¨ure-
Sequenz oder einer Nukleotide-Sequenz. In dieser Arbeit verwende ich sie nur zur
Darstellung von Nukleotide-Sequenzen und somit betrachte ich nur die Aspekte
des Formats. In diesem Format wird fu¨r jede Position der Sequenz die Basen, die an
dieser Stelle vorkommen dargestellt. Die Skala fu¨r die Gro¨ße eines Buchstabens ist in
Bit. Mit einer maximalen Anzahl von 2 Bit, da es 4 Nukleotide gibt. Die Berechnung
dieser Bit geschieht in zwei Schritten. Als Erstes wird der Informationsgehalt an der
Position i ermittelt:
R(i) = 2 + (
{a,c,g,t}∑
n=a
f(i, n) · log2f(i, n)) (3.1)
wobei f(i, n) die Ha¨ufigkeit des Nukleotids n an Position i ist. Somit ist der Wert
ho¨her, wenn die Nukleotide zusammen auf eine mo¨glichst hohe Ha¨ufigkeit kommen
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und wenn wenige Nukleotide sehr ha¨ufig vorkommen. Die Gro¨ße eines einzelnen
Buchstaben berechnet sich dann durch die Formel:
high(i, n) = f(i, n) ·R(i) (3.2)
[15].
Die Sequenz-Logos lassen deutlich erkennen welcher Teil der Sequenz wie kon-
serviert ist und welche Teile variable sind. Die hier verwendeten Logos haben eine
weiter Besonderheit: Lu¨cken werden einfach als Zahlen angeben,die die minmalen
bzw. maximalen Absta¨nde darstellen. So heißt eine Lu¨cke mit
”
1 ..2“, das an dieser
Stelle eine ein bis zwei Nukleotide lange Lu¨cke ist. Diese Lu¨cken treten dort auf, wo
in mindestens zwei Positionen hintereinander kein Nukleotid mit einer Ha¨ufigkeit
von 50% vorkommt.
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4 Der Datensatz
Als Datensatz verwende ich die Reference Sequence (RefSeq) der National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Die NCBI geho¨rt zur US National Institutes of
Health [13]. Ich nutze die RefSeq 46, die ich am 18.05.2011 vom NCBI-FTP-Server1
herunter geladen habe. Bei der RefSeq handelt es sich um einen Datensatz, der im
Rhythmus von 2 Monaten aktualisiert wird. In diesem Datensatz werden Sequen-
zen und Annotationen gespeichert, wobei die Sequenzen entweder DNA, RNA oder
Proteine sind. Der Datensatz wird von der NCBI gefu¨hrt, verwaltet und kostenlos
bereitgestellt. Alle eingetragenen Daten wurden im Vorfeld durch die NCBI gepru¨ft.
Die Sequenzen und Annotationen werden aus der ebenfalls von der NCBI gefu¨hrten
GenBank oder aus der
”
International Nucleotide Sequence Database Collaboration“
(INSDC) entnommen. Mit Hilfe von speziell durch die NCBI entwickelten Tools,
werden die Annotationen erweitert, gelo¨scht oder vera¨ndert [13]. Die Daten in der
RefSeq liegen im sogenannten Genbank-Format vor. Dieses Format entha¨lt sowohl
Informationen u¨ber das Genom, die Annotationen auf ihm, als auch die Sequenz des
Genoms (siehe Abschnitt 3.2).
In der RefSeq finden sich Sequenzen von Plasmiden, Organellen, Viren, Archaeen,
Bakterien und Eukaryoten [13]. In dieser Arbeit betrachte ich die Sequenzen von
Organellen, unter denen die Mitochondrien-Genome auffindbar sind. Dieser Daten-
satz kann extra vom NCBI-FTP-Server geladen werden. Der Datensatz wird noch
weiter begrenzt auf die Metazoa, also die Vielzeller. Diese Begrenzung ist sinnvoll,
da Mitochondrien von Einzellern sehr lange Genome besitzen, die sich zum Teil
stark von den mitochondrialen Genomen der Metazoa unterscheiden. In dem Reich
Metazoa sind 2225 Spezies vertreten, diese verteilen sich auf 24 Sta¨mme (siehe Ab-
bildung 4.1). Der am meist vertretene Stamm ist der der Chordata. In diesem Stamm
befindet sich auch die Klasse der Mammalia, die Sa¨ugetiere. Diese Klasse ist beson-
ders interessant, da sie mit 328 Genomen eine u¨berschaubare Gruppe darstellt, in
der viele Annotationen vorhanden sind. Eine genauere Betrachtung der Gruppe der
Sa¨ugetiere in der RefSeq befindet sich in dem Abschnitt 4.1. Diese Klasse stellt den
Ausgangspunkt fu¨r meine weiteren Untersuchungen dar. So ist es wichtig das sie
mo¨glichst fehlerfrei ist. Aus diesem Grund habe ich die Genome und ihre Annota-
tionen noch mal per Hand auf offensichtliche Fehler untersucht. Dabei sind einige
Fehler in der Annotation und Lu¨cken in den Sequenzen aufgefallen. Eine genaue
Beschreibung dieser Fehler und wie ich diese behoben habe ist in dem Abschnitt 4.2
zu finden.
4.1 Die Sa¨ugetiere
Die Sa¨ugetiere bilden eine Klasse, die den Wirbeltieren untergeordnet ist. Ihre na-
mensgebende Eigenschaft ist, dass sie ihre Neugeborenen sa¨ugen. Weitere Merkmale
sind Haare und ein heterodontes Gebiss. Diese Gruppe ist sehr gut erforscht, da die
Arten weit verbreitet sind. Viele Nutz- und Haustiere, so wie der Mensch sind Teil
1ftp://ftp.ncbi.nih.gov/refseq/release/
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Abbildung 4.1: Metazoa mit seinen 24 Sta¨mme. Die erste Zahl gibt an wie viele
Genome die RefSeq in diesem Stamm hat. Die Zahl in den Klammern
gibt an wie viel dieser Genome eine D-Lopp-Annotation besitzen. Im
Kreisdiagramm ist der Anteil mit D-Loop-Annotation blau und der
Rest rot. Die Abbildung wurde mit TreeGraph2 erstellt [18].
dieser Gruppe. Die Sa¨ugetiere teilen sich in 26 Ordnungen auf. Außerdem gibt es
noch 51 Spezies, die keiner Ordnung zugeteilt sind. In der RefSeq sind 328 Genome
aus der Klasse der Sa¨ugetiere vorhanden, wobei bei 292 dieser Genome eine D-Loop
annotiert ist (siehe Abbildung 4.2). Diese 292 D-Loops bilden die Grundlage fu¨r
meine Betrachtungen des D-Loops in allen Metazoa. Somit habe ich sie noch einmal
genauer Analysiert und manuell u¨berarbeitet. Mit Hilfe des Alignments (siehe Ab-
schnitt 5) konnten Sequenzen ausfindig gemacht werden, die nicht zu den anderen
passen. Fu¨r einiger dieser Sequenzen konnten Fehler gefunden und behoben werden
(siehe Abschnitt 4.2). So wurden zum Beispiel in den Sa¨ugetieren drei Sequenzen
der Strang Falsch als negativ angegeben, in weiteren drei Sequenzen war der
”
join“
falsch herum und in neun Sequenzen fehlt ein Teil des D-Loops.
4.2 Fehlerbehebung
Mit Hilfe der Sa¨ugetiere und des Alignments sind fu¨nf Fehlerquellen aufgefallen. Der
erste Fehler ist eine Lu¨cke in der Genom-Sequenz. Der Zweite ist fu¨r die Sequenz-
zusammensetzung entscheidend. Hier werden die Positionen im
”
join“ falsch herum
angegeben. Es gibt einen zweiten Fehler bei Genomen mit zwei geteilten D-Loop
hier wird nur kein
”
join“ verwendet sondern zwei einzelne Features. Der vierte Feh-
ler betrifft die Angabe der Strangzugeho¨rigkeit. Dies ist schwer zu beurteilen, da es
durchaus D-Loops auf dem negativen Strang geben kann. Es wird hier trotzdem als
Fehler aufgefu¨hrt, weil er bei den Sa¨ugetieren als solcher ausgemacht werden konnte.
Der letzte Fehler ist, dass der D-Loop u¨ber das Ende des Genoms geht, aber nicht
komplett zum Rand annotiert ist.
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Abbildung 4.2: Sa¨ugetiere mit ihren 26 Ordnungen. Die erste Zahl gibt an wie viele
Genome die RefSeq in dieser Ordnung hat. Die Zahl in den Klam-
mern gibt an wie viel dieser Genome eine D-Lopp-Annotation besit-
zen. Im Kreisdiagramm ist der Anteil mit D-Loop-Annotation blau
und der Rest rot. Die Abbildung wurde mit TreeGraph2 erstellt [18].
4.2.1 Lu¨cke in der Genomsequenz
Bei diesem Fehler, fehlt ein Teil des D-Loops. In den meisten Fa¨llen wird dies durch
Kommentare zu den Spezies dokumentiert. So steht zum Beispiel beim Arctoce-
phalus forsteri (Neuseela¨ndischen Seeba¨ren, NC 004023) als Kommentar:
”
Genome
sequence lacks part of non-coding region“. Eine alternative Variante ist beim Py-
gathrix nemaeus (Rotschenkliger Kleideraffen, NC 008220) zu finden:
”
Genome se-
quence lacks part of the control region“. Eine dritte Variante ist beim Dactylopsila
trivirgata (Großer Streifenbeutler, NC 008134) zu finden:
”
Genome sequence lacks
part of the D-loop“.
Es gibt allerdings Genome in denen Sequenzbereiche fehlen, die aber nicht als
solche ausgewiesen sind. Als Beispiel ist die Dromiciops gliroides (Chiloe´-Beutelratte,
NC 005826) zu nennen. Die Sequenz wird als komplett ausgewiesen. Allerdings fa¨llt
auf, dass die erste tRNA noch vor dem ersten Nukleotid anfangen soll (<1..34), eine
andere tRNA jedoch bis zum letzten Nukleotid dieser Sequenz annotiert ist. In so
einen Fall ist eine einfache, automatische Erkennung leider nicht mo¨glich. Die drei
anderen Varianten ko¨nnen dadurch erkannt werden, dass in ihrem Kommentar der
Text
”
sequence lacks part“ zu finden ist. Solche als unvollsta¨ndig erkannte Sequenzen
schließe ich komplett aus weiteren Betrachtungen aus.
4.2.2 Vertauschter
”
join“
Die Problematik hier ist, dass die Positionsangabe des D-Loops falsch herum ist.
So gibt es zum Beispiel bei dem Ursus spelaeus (Ho¨hlenba¨r, NC 011112) einen ver-
tauschter
”
join“:
”
join(1..879,16324..16780)“. Dieser
”
join“ ist falsch, weil er auf dem
positiven Strang liegt, womit er in Richtung des Zahlenstrangs geht. Somit wu¨rde
zuerst die Sequenz von 1-879 kommen und dann die Sequenz von 16324-16780 (dem
Ende des Genoms). Da der D- Loop durchga¨ngig ist und es u¨berhaupt nur zu dem
”
join“ kommt, weil es durch den Umbruch des Genoms durchschnitten ist, muss das
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Stu¨ck am Ende des Genoms dem am Anfang des Genoms vorhergehen. Aus diesem
Grund muss der
”
join“ umgedreht werden, zu
”
join(16324..16780, 1..879)“. Um dies
automatisch zu behandeln wurde der Genbank-Parser in der Python-Pipeline erwei-
tert. Wenn er auf einen D-Loop auf dem positiven Strang sto¨ßt, welcher verkehrt
u¨ber den Umbruch zusammengesetzt wird, erzeugt er trotzdem eine Feature wie als
wa¨re der D-Loop richtig zusammengesetzt.
4.2.3 D-Loop in zwei Features
Der D-Loop ist in einigen Genomen u¨ber das Ende der Sequenz in zwei Teile aufge-
teilt. Dies kommt zustande, weil die Genome zirkula¨r sind. Oft wird das Genom am
D-Loop gebrochen, da es die gro¨ßte Stelle ist, in der keine Gene zu finden sind und
somit fu¨r nichts kodiert wird. In den meisten Fa¨llen wird es u¨ber ein Feature mit ei-
nem
”
join“ geregelt, aber in ein paar Fa¨llen werden zwei getrennte D-Loop-Features
angegeben. So gibt es zum Beispiel beim Panthera tigris (Tiger, NC 010642) zwei
Features. Eins am Ende und eins am Anfang des Genoms. Der Python-Parser wur-
de so erweitert, dass er u¨berpru¨ft, ob am Ende und am Anfang des Genoms ein
D-Loop Feature zu finden ist, falls dies der Fall ist macht er aus den beiden Teilen
ein Feature.
4.2.4 Falscher Strang
Bei drei Sa¨ugetier-Genomen ist der D-Loop auf dem negativen Strang annotiert. Dies
sind drei Menschen-Genome: der Homo s. Altai (Denisova-Mensch, NC 013993),
der Homo s. neanderthalensis (Neandertaler, NC 011137) und der Homo sapiens
(
”
Moderne Mensch“, NC 012920). Bei allen drei konnte mit Hilfe des Alignment
festgestellt werden, dass es sich um einen Fehler handelt. Die Sequenzen auf dem
Plusstrang passen gut zu den anderen Sequenzen der Sa¨ugetiere, wo hingegen die
auf dem negativen Strang nicht in das Alignment passen. Somit ist es in diesen drei
Fa¨llen ein Fehler. Da es aber theoretisch mo¨glich ist, dass der D-Loop auch auf dem
negativen Strang zu finden ist, kann dies nicht automatisch korrigiert werden.
4.2.5 Lu¨cken im D-Loop
Bei einem Sa¨ugetier-Genom, dem Bubalus bubalis (Wasserbu¨ffel, NC 006295) ist
eine Lu¨cke in der Annotation. Diese Lu¨cke entsteht dadurch, dass das Genom in dem
D-Loop endet, aber am Ende des Genoms die letzten 21 Nukleotide nicht Teil des
D-Loops sein sollen. Die Alignments haben auch hier gezeigt, dass es sich um einen
Fehler handelt und diese 21 Nukleotide zum D-Loop geho¨ren. Die Automatisierung
dieses Problems funktioniert, indem Genome erkannt werden, in denen der D-Loop
gesplittet ist und bis zu 100 Nukleotide am Ende nicht im D-Loop annotiert sind.
Wo dies erkannt wird werden diese zum D-Loop hinzugefu¨gt. Dieser Umstand tritt
aber nur bei dem einen Genom auf.
4.3 Ergebnisbewertung
Fu¨r die Bewertung von Ergebnissen bzw. von Annotationen der Merkmale wird
der Datensatz aus der RefSeq benutzt. Die Bewertungsmethode die hier vorgestellt
wird gilt so in allen Kapiteln, außer im Kapitel 10, in dem sie leicht abgea¨ndert
werden(siehe Kapitel 10).
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So gibt es zwei Messwerte fu¨r alle Ergebnisse. Dies ist zum einen die Trefferquote
in einer Lu¨cke und zum anderen die Trefferquote im D-Loop. Der erste Messwert hat
als Grundmenge alle Treffer die bewertet werden. Dabei wird als Treffer gewertet,
wenn ein Treffer mit keinem Gene außer dem D-Loop u¨berlappt. Die Aussage hinter
diesem Wert ist, dass alle die Treffer die hier nicht als Treffer gewertet werden auch
wirklich nicht glaubwu¨rdig sind. Diese Aussage ist unabha¨ngig davon ob in dem
Genom ein D-Loop annotiert ist oder nicht. Somit ist sie die zuverla¨ssigste Aussage,
ob ein Treffer vertrauenswu¨rdig ist.
Der zweite Messwert hat als Grundmenge nicht alle Treffer, sondern nur die Tref-
fer die in einem Genom mit bekannter D-Loop-Annotation sind. Diese Begrenzung
der Grundmenge ist sinnvoll, da u¨ber keine anderen Genome eine Aussage gemacht
werden kann. Als Treffer gilt hier jedes Merkmal, welches komplett in der D-Loop-
Annotation liegt. Somit ist jeder Treffer mit hoher Wahrscheinlichkeit richtig posi-
tioniert. Dadurch macht dieser Messwert eine verla¨ssliche Aussage daru¨ber wie viel
ich richtig treffe.
Die beiden Messwerte ergeben trotz der Tatsache, dass der eine gute Aussage
u¨ber falsche und richtige Treffer mo¨glich ist, kein komplettes Bild. Dies liegt an
denn unterschiedlichen Grundmengen in den beiden Messwerten. So kann der zweite
Messwert fu¨r die richtigen Treffer ho¨her sein als, der erste Messwert fu¨r die vertrau-
enswu¨rdigen Treffer.
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5 Multiple Sequence Alignment
Der erste Schritt ist die Analyse der vorhanden Daten. Dafu¨r fertigte ich zuna¨chst
eine Multiple Sequence Alignment (MSA) an. Um die MSAs anzufertigen benutz-
te ich das Programm Mafft[8] (siehe Abschnitt 5.1). Bei einem MSA wird versucht
mehrere Sequenzen so untereinander zu stellen, dass konservierte Sequenzbereiche
untereinander stehen. Da im Laufe der Evolution durch Insertionen und Deletionen,
die La¨nge der Lu¨cken zwischen konservierten Bereichen sich vera¨ndert, werden so
genannte Gaps, eingefu¨gt. Weiterhin wird zu Bewertung eine A¨hnlichkeitsmatrix
benutzt. In dieser wird festgehalten, wie a¨hnlich sich die Nukleotide sind bzw. wie
wahrscheinlich ein Austausch des einen Nukleotids durch ein anderes ist. Das Ziel
ist es also ein mo¨glichst hohen Wert durch die A¨hnlichkeitsmatrix auf dem MSA
zu erreichen (siehe Abschnitt 5.1). Die Grundlage fu¨r die Sequenzalignments sind
die Sa¨ugetiere, genauer gesagt sind es 262 Sa¨ugetiere in denen ein D-Loop annotiert
ist. Diese 262 Genome haben eine Annotation als D-Loop, somit schließe ich hier
die 30 Genome, in denen nur eine Kontrollregion annotiert ist aus. Es besteht keine
Notwendigkeit dafu¨r, aber da 262 Genome mehr als ausreichend sind fu¨r ein Ali-
gnment und es nicht sicher ist das D-Loop und Kontrollregion in der RefSeq gleich
benutzt werden, beschra¨nke ich mich auf die eindeutigen Annotationen. Aus diesem
Alignment entnehme ich drei stark konservierte Merkmale: die ETAS1, die Central
Domain und die CSB1. Außerdem betrachte ich noch zwei weitere Bereiche, die nicht
ganz so stark konserviert sind: die CSB2 und CSB3. Fu¨r alle fu¨nf Bereiche habe ich
separate Alignments erzeugt.
5.1 Mafft
Bei Mafft handelt es sich um ein seit 2002 entwickeltes Programm fu¨r Multisequenz-
Alignments. In der aktuellen und hier verwendeten Version 6.850b verwendet es
mehrere Threads fu¨r dir Berechnung [10]. Mafft arbeitet dabei in 3 Schritten. Der
erste Schritt ist ein paarweise Vergleich aller Sequenzen untereinander. Somit entste-
hen immer Paare aus je zwei Sequenzen, die sich sehr a¨hnlich sind. Um diese Paare
dann in ein Gesamtalignment einzuordnen wird im na¨chsten Schritt ein Baum er-
stellt. Dies geschieht mit der
”
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
mean“ (UPGMA) [8], die unter Zuhilfenahme der Annahme der
”
Biologischen Uhr“
gearbeitet wird. Die Annahme setzt voraus, dass sich alle Nukleotide gleich schnell
vera¨ndern und somit anhand der Unterschiede in den Sequenzen eine evolutiona¨rer
Verlauf zugeordnet werden kann. An diesem Baum wird mit Hilfe einer schnellen
Fourier-Transformation ein Alignment erstellt, in dem von den Bla¨ttern aufwa¨rts
immer wieder zwei Teilalignments zusammen gefu¨gt werden. Um dieses Alignment
weiter zu verbessern wird im dritten und letzten Schritt das Alignment immer wie-
der in zwei Gruppen aufgeteilt und wieder zusammen gefu¨gt. Da die Aufteilun-
gen sich unterscheiden und anhand des Baumes wieder zusammengesetzt werden,
ko¨nnen so bessere Alignments entstehen. Dieser Schritt wird so lange wiederholt
bis es keine Verbesserungen mehr gibt [8]. Es gibt verschiedene Mo¨glichkeiten wie
Mafft aufgerufen wird. Ich benutze die
”
L-INS-I“ Methode. In dieser werden loka-
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le paarweise Alignments als Grundlage genommen [9]. Die Besonderheit an diesen
Methode ist, dass lokale Bereiche betrachtet werden, die die ho¨chste A¨hnlichkeit
haben. Damit werden die zugrunde liegenden Paare von der ho¨chsten konservierten
Bereich bestimmt und nicht von der ganzen Sequenz [17]. Außerdem benutzte ich
noch die Option
”
-reorder“ welche dazu fu¨hrt, das die Sequenzen nach A¨hnlichkeit
neu geordnet werden. So erkennt man Gruppen in dem Alignment, die sehr a¨hnliche
Sequenzen besitzen.
5.2 D-Loop
Das erste Alignment ist u¨ber alle 262 D-Loop Sequenzen in den Sa¨ugetieren. Hier
fielen Fehler in der Annotation auf, die behoben werden konnten (siehe Abschnitt
4.2). Nach dem diese Fehler behoben wurden, gibt es aber immer noch ein paar we-
nige Sequenze,n in denen eine Lu¨cke im Genom ist, die deswegen entfernt wurden.
Somit hat das abschließende Alignment 254 Sequenzen. Die acht ausgeschlossenen
Genome sind: Tarsipes rostratus (Honigbeutler, NC 006518), Metachirus nudicau-
datus (Nacktschwanzbeutelratte, NC 006516), Sminthopsis douglasi (NC 006517),
Pseudocheirus peregrinus (Gewo¨hnlicher Ringbeutler, NC 006519), Notoryctes ty-
phlops (Großer Beutelmull, NC 006522), Dactylopsila trivirgata (Streifenbeutler,
NC 008134), Petaurus breviceps (Kurzkopfgleitbeutler, NC 008135) und Vicugna
vicugna (Vikunja, NC 013558). Aus diesem Gesamtalignment habe ich dann fu¨nf
Abschnitte ausgeschnitten und einzeln neu aligniert. Diese Abschnitte waren: ETAS1
an der Position 1172-1336, CD an der Position 1814-2450, CSB1 an der Position
2822-2945, CSB2 an der Position 4167-4185 und CSB3 an der Position 4370-4396.
5.3 ETAS1
Die ETAS1 ist recht gut konserviert. So hat das Alignment nach dem die problema-
tischen Sequenzen entfernt wurden noch 219 Sequenzen. Somit wurde 35 Sequenzen
entfernt. Diese 35 Sequenzen kommen aus elf Ordnungen. Außerdem sind noch zwei
Genome ohne Ordnung vorhanden. Da es aber in fast jeder Ordnung auch weiterhin
Spezies in dem Alignment gibt, ist es nicht mo¨glich eine taxonomische Erkla¨rung
fu¨r die problematischen Sequenzen zu finden. Eine mo¨gliche Begru¨ndung wa¨re, dass
diese Sequenzen schon im D-Loop-Alignment falsch in der ETAS1 Region aligniert
wurden. Es gibt vielleicht in diesen Abschnitt besser passende Sequenzen in dem D-
Loop dieser Genome. Das fertige Alignment besteht dann aus einem langen. stark
konservierten Abschnitt. gefolgt von zwei kleinen, stark konservierten Abschnitten
mit auch nur ein bis zwei Nukleotiden zwischen diesen Abschnitten (siehe Abbildung
5.1). Die durchschnittliche La¨nge dieser Region betra¨gt 49 Nukleotide, dabei ist die
la¨ngste Sequenz 53 Nukleotide lang und die ku¨rzeste Sequenz 47 Nukleotide lang.
5.4 Central Domain
Die CD ist die mit Abstand la¨ngste und die am besten konservierte Domain im
D-Loop. So sind im abschließenden Alignment noch 232 Sequenzen vorhanden, mit
einer Durchschnittsla¨nge von 320 Nukleotiden (siehe Abbildung 5.2). Die 22 entfern-
ten Sequenzen stammen wieder aus verschiedenen Ordnungen. Somit ist eine taxo-
nomische Begru¨ndung fu¨r die problematischen Sequenzen, auch hier nicht mo¨glich.
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Abbildung 5.1: Das Modell der ETAS1 als Sequenz Logo.
Es gilt aber wieder, dass es nicht ausgeschlossen ist, dass es schon im Ursprungs-
Alignment Fehler gab. Es gibt in dieser Domain sieben mehr oder weniger stark
konservierte Bereiche. Zwischen den ersten fu¨nf Bereichen gibt es kleine Lu¨cken im
Rahmen von null bis sieben Nukleotiden. Die Lu¨cke zwischen dem fu¨nften und dem
sechsten konservierten Bereich ist dann schon eins bis 34 Nukleotide lang und die
letzte Lu¨cke ist sogar eins bis 59 Nukleotide lang. Besonders hervorzuheben ist der
dritte konservierte Bereich weil in ihm eine nahezu perfekt konservierte Sequenz zu
finden ist: TGGGGGGT. Außerdem ist der fu¨nfte Bereich mit 120 Nukleotiden mehr als
drei mal so lang wie die anderen konservierten Bereiche.
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Abbildung 5.2: Die La¨ngen der Sequenzen im CD Alignment als Boxplot
5.5 CSB1
Die CSB1 ist die von den drei CSBs am besten konservierte Sequenz. So sind in
diesem Alignment noch 238 Sequenzen Vorhanden. Die Durchschnittsla¨nge ist hier
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22 Nukleotide mit fast keinen Abweichungen. Die 16 ausgeschlossenen Sequenzen
sind wieder u¨ber mehrere Ordnungen verteilt, somit ist hier auch keine taxonomi-
sche Einordnung mo¨glich. Das Modell hat viele kleine, stark konservierte Bereiche
mit mehreren variablen, aber noch als moderat konserviert zu bezeichnenden Ab-
schnitten dazwischen (siehe Abbildung 5.3). Ein Bereich (GACATA) am Ende ist sehr
gut konserviert. Durch die relativ kurze La¨nge ist mit diesem Modell mit ha¨ufigeren
falschen Treffern zu rechnen.
Abbildung 5.3: Das Modell der CSB1 als Sequenz Logo.
5.6 CSB2
Die CSB2 ist deutlich schlechter konserviert. So besteht das CSB2 Alignment nur
noch aus 154 Sequenzen mit einer Durchschnittsla¨nge von 17 Nukleotiden. Die 54
entfernten Sequenzen teilen sich wieder auf viele Ordnungen auf, aber es gibt mit
den Cetacea (Wale, 32 von 33 Sequenzen) und Ruminantia (Wiederka¨uer, 35 von
39 Sequenzen) zwei Ordnungen die fast komplett entfernt werden. Hier ist aber
aufgrund der Ku¨rze sicher davon auszugehen, dass im Ursprungsalignment viele
Sequenzen verloren gehen. Außerdem wird in der Literatur auch bekra¨ftigt das CSB2
und CSB3 nicht in allen Sa¨ugetieren vorhanden ist [11]. Die ganze Region ist sehr
A/C-haltig. Das schla¨gt sich auch in dem Modell nieder (siehe Abbildung 5.4). So
besteht es aus zwei sehr A/C-haltigen konservierten Bereichen, die nur von einem
kleinen, nicht so stark konservierten Bereich von drei Nukleotiden getrennt werden.
Da dies mit 17 Nukleotiden ein sehr kurzes Modell ist, habe ich es von vornherein
von der Blastn-Suche ausgeschlossen (siehe Abschnitt 6).
Abbildung 5.4: Das Modell der CSB2 als Sequenz Logo.
5.7 CSB3
Die CSB3 ist am schlechtesten konservierte Region, so das Alignment am Ende
nur noch 133 Sequenzen beinhaltet. Die durchschnittliche La¨nge dieser betra¨gt 24
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Nukleotide. Die Entfernten Sequenzen teilen sich wieder auf viele Ordnungen auf.
A¨hnlich wie bei der CSB2 gibt es aber Ordnungen die trotz der Tatsache, dass
sie einige Spezies beherbergen fast komplett entfernt werden, so sind die Cetacea
(32 von 33 Sequenzen), die Ruminantia (35 von 39 Sequenzen) und die Rodentia
(Nagetiere, 31 von 36 Sequenzen) fast komplett entfernt worden. Die Region ist auch
wieder sehrA/C-haltig, allerdings auch la¨nger als die CSB2. Außerdem hat sie einen
sehr gut konservierten Teil, der aus CAACCCCAAA besteht (siehe Abbildung 5.5). Trotz
ihrer La¨nge ist sie so schlecht konserviert, dass ich sie auch von vornherein von der
Blastn-Suche ausgeschlossen habe.
Abbildung 5.5: Das Modell der CSB3 als Sequenz Logo.
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6 Nukleotidsequenzen
In diesem Kapitel geht es um den ersten Versuch eine Annotation der beschriebe-
nen Merkmale vor zu nehmen. Dieser Versuch baut auf Sequenza¨hnlichkeiten auf. So
werden mit Hilfe des Programms Basic local alignment search tool (Blast)[1]
versucht a¨hnliche Sequenzabschnitte zu finden (siehe Abschnitt 6.1). Da dieses Pro-
gramm aber fu¨r jede Sequenz einzeln mehrere Hits ausgibt, mu¨ssen diese Rohdaten
noch weiter verarbeitet werden. Dafu¨r benutze ich eine Methode, die aufgrund der
Anzahl an Hits an einer Position arbeitet (siehe Abschnitt 6.2). Somit produzie-
re ich fu¨r jede der drei benutzen Sequenzsammlungen separate Ergebnisse. Diese
Ergebnisse werte ich einzeln in den folgenden Abschnitten aus.
6.1 Blast
Bei Blast handelt es sich um ein Tool das Sequenza¨hnlichkeiten findet. Dazu arbei-
tet es mit einer Heuristik. Diese Heuristik setzt auf lokale Stellen um A¨hnlichkeiten
zu finden. Nach dem diese lokalen Stellen gefunden wurden, wird von dort aus ver-
sucht einen Treffer zu produzieren, der auf der gesamten Sequenz frei von Lu¨cken
ist. Es gibt verschiedene ausgerichtete Versionen von Blast. Zum Beispiel gibt es ei-
ne um Nukleotid-Sequenzen (blastn) zu finden, eine um Aminosa¨ure-Sequenzen
(protein blast) zu finden oder eine, die speziell fu¨r Primer entwickelt wurde
(Primer-BLAST). Fu¨r die suche nach den Merkmalen ist blastn am besten [1]. Da
es sich um eine Heuristik handelt, die viele A¨hnlichkeitsregel produzieren kann, gibt
es viele verschiedene Einstellungsmo¨glichkeiten. So wird eine vera¨nderte Bewertung
der Modelle zu den Standardwerten benutzt. Fu¨r ein u¨bereinstimmendes Nukleotid
gibt es einen Punkt und den fu¨r eine nicht u¨bereinstimmendes Nukleotid wird ein
Punkt abgezogen, somit ist ein Treffer mit zwei U¨bereinstimmungen und zwei nicht
u¨bereinstimmenden Nukleotiden, gleich gut wie einer mit drei U¨bereinstimmungen
und drei nicht u¨bereinstimmenden Nukleotiden. Außerdem definiere ich die Kosten
fu¨r Lu¨cken so, dass eine neue Lu¨cke einen Punkt kostet und die Verla¨ngerung dieser
Lu¨cke zwei Punkte kostet. Die letzte A¨nderung, die ich von den Standardparame-
tern mache, ist, dass ich die Wortla¨nge, also die La¨nge eines lokalen Hits auf neun
(standard: elf) heruntersetze. Damit ko¨nnen auch bei relativ kurzen Sequenzen wie
ETAS1 und CSB1 Treffer erzielt werden. Die Ausgabe erfolgt tabellarisch und wird
dann in einer Python-Pipeline weiter verarbeitet (siehe Abschnitt 6.2). Da Blast
als Grundlage eine Fasta-Datenbank beno¨tigt, muss diese Datenbank zuerst ange-
legt werden. Dies geschieht u¨ber ein kleines Tool namens formatdb, welches Teil
des Blast-Paketes ist. Dieses Tool bekommt als Eingabe ein Multifasta und erzeugt
daraus eine Datenbank mit allen in der Multifasta enthaltenden Sequenzen. So habe
ich drei Datenbanken erzeugt: eine fu¨r die ETAS1, eine fu¨r die CD und eine fu¨r den
CSB1.
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6.2 Auswertungspipeline
Dies ist eine von mir geschriebene Pipeline, die aus dem Blast-Tabellen-Output fer-
tige Feature in der internen Feature-Klasse macht. Die Herangehensweise ist hier
dem Mitos-Webserver entnommen (siehe [6]). Allerdings ist sie den unterschiedli-
chen Voraussetzungen zwischen Blastx und Blastn angepasst. Es wird fu¨r jede
Position ermittelt, wie viele Hits an dieser Position liegen. Das Ergebnis kann in ei-
nem Histogramm dargestellt werden (siehe Abbildung 6.1). Auf dem Histogramm ist
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Abbildung 6.1: Die Trefferverteilung von Blastn fu¨r das Genom der Rattus norve-
gicus (Wanderratte, AC 000022) und den CD- Sequenzen. Auf der
X-Achse sind die Positionen im Genom eingetragen. Auf der Y-
Achse ist die Trefferanzahl an einer Position eingetragen. Der Ver-
lauf ist mit allen Treffern die die CD-Sequenz-Datenbank produziert
entstanden.
deutlich zu erkennen, dass es zu
”
Bergen“ innerhalb der Verteilung kommt. Genau
diese
”
Berge“ versuche ich nun zu finden. Dafu¨r wird als erstes jede Position igno-
riert, die weniger als 20 Treffer aufweist. Dies geschieht um das Rauschen zu filtern
was ansonsten eine Vielzahl an falschen Treffern produzieren wu¨rde. Ohne Rausch-
bereinigung liegt die Trefferquote in den D-Loop bei 61,47%, mit der Begrenzung
von mindestens 20 Treffern liegt die Trefferquote dagegen bei 87,86%.
Nun sucht der Algorithmus nach dem globalen Maxima, also die Position mit den
meisten Treffern. Die Anzahl an Treffern an dieser Position stellt einen
”
Berggipfel“
dar und wird als entscheidende Gro¨ße benutzt, um zu entscheiden welcher Trefferan-
zahlen man glaubt. Es wird jedem Treffer geglaubt, der mehr als 60% der Treffer
des globalen Maxima aufweist. Diese 60% ergibt Treffer von richtiger La¨nge und die
Trefferquote im D-Loop vera¨ndert es kaum. So liegen die Trefferquoten bei: 87,9%
mit 50% Cutoff, 87,86% mit 60% Cutoff, 87,9% mit 70% Cutoff und 87,77% mit 80%
Cutoff. Nach diesem Schritt gibt es eine Liste an Position, die als
”
wahr“ angesehen
werden. Diese Liste muss nun in ein oder mehrere Intervalle zusammengefasst wer-
den. Dies geschieht, indem u¨ber eine sortierte Liste der
”
wahren“ Position iteriert
wird. So startet das erste Intervall bei der ersten
”
wahren“ Position. Es la¨uft weiter
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bis eine Stelle gefunden wird, wo eine Lu¨cke zwischen zwei Positionen vorhanden
ist. In diesem Fall wird die letzte Position vor der Lu¨cke zum Ende des Intervalls.
Mit der Position hinter der Lu¨cke startet das na¨chste Intervall. Es wird versucht
die Intervalle zusammenzusetzen, wenn kurze Lu¨cken zwischen ihnen sind. Als kurz
werden hier 20 oder weniger Nukleotide geza¨hlt. In den meisten Fa¨llen tritt nur ein
Intervall auf (2423 Mal von 2839 Treffern). Von den verbleibenden Fa¨llen wird trotz-
dem nur das
”
beste“ Intervall als Position genommen. Dieses wird ermittelt, indem
die Ho¨he (Anzahl der Treffer an der Position), der in dem Intervall zusammengefass-
ten Positionen aufaddiert wird. Das beste Intervall ist, welches danach den ho¨chsten
Wert besitzt. Als Score wird in diesen Fall die Ho¨he der Verteilung genommen.
6.3 ETAS1
Fu¨r diese Suche standen, wie im Abschnitt 5.3 erkla¨rt, 219 Sequenzen zur Verfu¨gung.
Mit diesen Sequenzen als Grundlage wurde folgendes Ergebnis erzeugt: In den 2154
Genomen erzeuge ich 734 Treffer. Von diesen Treffern liegen 92,64% in einer Lu¨cke
(siehe Abschnitt 4.3). Außerdem gibt es 618 Treffer in einem Genom, in dem ein D-
Loop annotiert ist. In diesen Genomen liegt der Treffer zu 95,79% in dem D-Loop.
Somit sind nur ca. 8% der Treffer offensichtlich falsch.. Außerdem decken sich meine
Treffer zu 95% mit der Annotation in der RefSeq.
Diese Methode scheint also durchaus geeignet, um als Grundlage fu¨r eine Anno-
tation zu dienen. Allerdings sind mit 734 Treffern gerade einmal ein Drittel aller
Genome abgedeckt. Der Großteil der Treffer befindet sich bei den Sa¨ugetieren und
ihren vier Schwesterklassen. Die U¨berklasse in der sie alle zusammengefasst werden,
sind die Gnathostomata (Kieferma¨uler), in dieser gibt es 1437 Genome und darunter
fallen 695 Treffer. Die restlichen 39 Treffer verteilen sich u¨ber viele unterschiedliche
Klassen.
Ein weiteres Merkmal der ETAS1 ist, dass sie recht nah am 5’ Ende des im D-
Loops liegt. So zeigt ein Boxplot des Abstandes der Treffer zum Anfang des D-Loops,
dass es im Durchschnitt weniger als 250 Nukleotide sind (siehe Abbildung 6.2).
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Abbildung 6.2: Ein Boxplot, u¨ber die Absta¨nde der im D-Loop liegenden ETAS zu
dem Anfang des D-Loops
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Es gibt zwar auch einige Ausreißer, aber diese sind deutlich in der Unterzahl und
auf riesige D-Loop-Annotationen zuru¨ckzufu¨hren, die falsch sind. Dies geschieht,
wenn eine ganze Lu¨cke zwischen den anderen Annotationen mit mehreren tausenden
Nukleotiden als D-Loop annotiert wird.
6.4 Central Domain
Fu¨r diese Suche standen, wie im Abschnitt 5.4 erkla¨rt, 232 Sequenzen zur Verfu¨gung.
Die Ergebnisse fu¨r diese Sequenzen sind: 1230 Treffer von denen 93,25 % in einer
Lu¨cke liegen, davon 1112 Treffer mit D-Loop-Annotation die zu 95,77% im D-Loop
treffen (siehe Abschnitt 4.3). Die Trefferquoten sind mit denen der ETAS1-Region
fast identisch. Der große Unterschied ist, dass ich mit 1230 Treffern 1,67 Mal so oft
Treffe, wie mit der ETAS1-Region. Die Verteilung ist allerdings wieder eindeutig
mit Schwerpunkt auf den Gnathostomata, so sind 1162 Treffer in dieser U¨berklasse.
Die verbleibenden 68 Treffer verteilen sich u¨ber viel Klassen (siehe Abbildung 6.3).
Aufgrund ihrer La¨nge und Trefferquote ist die ETAS1 mit Abstand das beste Mittel
um u¨ber Sequenzvergleiche den D-Loop zu finden.
Abbildung 6.3: Die 27 Klassen, in denen mit der CD Treffer erzielt werden. Die erste
Zahl gibt an wie viele Genome die RefSeq in dieser Ordnung hat. Die
Zahl in den Klammern gibt an wie viel dieser Genome eine Treffer
mit der Blastn-Methode erzeugt wurde. Die Abbildung wurde mit
TreeGraph2 erstellt [18].
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6.5 CSB1
Fu¨r diese Suche standen, wie im Abschnitt 5.5 erkla¨rt, 238 Sequenzen zur Verfu¨gung.
Mit diesen Sequenzen als Grundlage wurde folgendes Ergebnis erzeugt: 875 Treffer,
von denen 60,57% in einer Lu¨cke lagen und 675 Treffern in einem Genom mit D-
Loop, wobei 67,55% der Treffer im D-Loop waren (siehe Abschnitt 4.3). Auch hier ist
eine Konzentration der Treffer in den Gnathostomata festzustellen, 734 Treffer sind
hier aufzufinden. Die Sequenz-Datenbank ergibt die schlechteste Trefferquote. Dies
ist durch die Ku¨rze der Sequenzen zu erkla¨ren, die einfach zu viele Mo¨glichkeiten
fu¨r zufa¨llige Treffer la¨sst. In dieser Form ist die CSB1-Sequenz-Datenbank nicht zu
gebrauchen, da man in 40% der Fa¨lle von einem falschen Treffer ausgehen muss.
6.6 Gesamtauswertung Blast
Die Methode hat deutlich erkennbar Potenzial. So sind sowohl bei ETAS1 als auch
bei der CD gute Trefferquoten vorhanden. Weiter kann man bei einem angezeig-
ten Treffer davon ausgehen, dass er mit hoher Wahrscheinlichkeit auch auf dem
D-Loop liegt. Das große Problem, das deutlich wird, ist das als Grundlage nur die
Sa¨ugetiere benutzt wurden. Diese Begrenzung sorgt dafu¨r, dass die verwendeten Se-
quenzen nur bei den Gnathostomata wirklich treffen. Da alle anderen taxonomischen
Einheiten einfach evolutiona¨r zu weit von den Sa¨ugetieren entfernt sind, um ha¨ufige
A¨hnlichkeiten zu finden. Eine mo¨gliche Lo¨sung wird in dem Abschnitt 6.7 diskutiert.
Außerdem zeigen die Ergebnisse der ETAS1, dass sie ein gutes Mittel ist, um den
Anfang des D-Loops zu bestimmen. Dies deckt sich auch mit der in der Literatur
beschriebenen Reihenfolge der Domains (siehe Abbildung 2.3) [4]. Da die CD, wie
der Name suggeriert, eher zentral liegt, ist sie nicht geeignet um ein Ende fest zu
machen. Die CSBs wa¨ren schon eher geeignet. Da sie allerdings mit der Blastn
Methode sehr schlecht treffen, gibt es bisher keine verwertbaren Daten u¨ber diese
Theorie.
Ein Kritikpunkt an der Methode ist, dass ich die Sequenza¨hnlichkeiten mit Se-
quenzen der RefSeq fu¨r Sequenzen aus der RefSeq suche. Somit ist klar, dass ich ei-
nige Treffer lande, da ich einfach die Ausgangssequenzen wieder finde. Dieser Punkt
kann dadurch bekra¨ftigt werden, dass ich mit der CD aus 232 Sequenzen 1112 posi-
tive Treffer in D-Loops erzeuge und somit mehr als vier Mal so viele Positive Treffer
habe wie bei den Ausgangsdaten. Damit ist der Anteil an Eigentreffern gering und
zu vernachla¨ssigen.
6.7 Erweiterung der Sequenzdatenbanken
Das gro¨ßte Problem bei den Vergleichen der Sequenza¨hnlichkeiten ist, dass aufgrund
nur sehr geringer Abstraktion der Ausgangsdaten nur sehr a¨hnliche Sequenzen ge-
troffen werden. De facto gibt es nur zwei Umsta¨nde die Variabilita¨t bringen. Das ist
zum einen der Spielraum den Blast den Treffern an Unterscheidung zu den Sequen-
zen in der Sequenz-Datenbank, mit der gesucht wird, la¨sst. Da aber mit den an-
gegebenen Parametern diese Unterschiedlichkeit nicht sehr groß sein kann, entsteht
hier kein großer Spielraum. Der zweite Umstand ist, dass es viele Sequenzen in der
Sequenz-Datenbanken gibt, die sich etwas unterscheiden. Die Sequenz-Datenbanken
sind nur aus den Sa¨ugetieren entstanden und somit ist die Variabilita¨t hier auch
nicht sehr hoch. An dem ersten Umstand kann nicht viel vera¨ndert werden. Ansons-
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ten ist, wie in Abschnitt 6.2 gezeigt, die Trefferquote fu¨r falsche Treffer viel zu hoch.
Also ist der logische Ansatz die Sequenz-Datenbanken um Sequenzen aus anderen
taxonomischen Einheiten zu erweitern.
Diese Erweiterung ko¨nnte u¨ber a¨hnliche Prozeduren wie fu¨r die Sa¨ugetiere gesche-
hen, na¨mlich Alignments zu erstellen und konservierte Blo¨cke, die zu den verschie-
denen Domains geho¨ren, zu definieren. Dies sprengt aber den Rahmen dieser Arbeit
und ist damit nur unter weiteren Vorgehen zu finden (siehe Kapitel 11).
Ich habe einen Versuch unternommen dies automatisiert zu erweitern. Die Idee
dabei ist, dass die durch Blast erzeugten Treffer aus anderen taxonomischen Ein-
heiten zwar sehr a¨hnlich zu den Ausgangsdaten, aber nicht gleich sind. Somit ist es
theoretisch mo¨glich durch Hinzunahme der Treffer die Variabilita¨t zu erho¨hen.
Da es aber auch falsche Treffer gibt, ko¨nnen nicht beliebig Treffer hinzugenommen
werden, sondern es muss ein Satz an Regeln geben, mit denen die neuen Treffer als
”
wahr“ anerkannt werden. Ich verfolge zwei Ansa¨tze, um die
”
wahren“ Treffer zu
erkennen. Der erste Ansatz ist die La¨nge der Sequenzen. Da je nach Modell eine
Mindestla¨nge vorhanden sein muss, um glaubwu¨rdige Treffer zu produzieren, kann
dies als Erkennung benutzt werden. Der zweite Ansatz geht u¨ber die Anzahl der
Sequenzen, die an einer Stelle treffen. So ist ein Treffer mit gerade einmal 50 von 232
Ursprungssequenzen nicht sehr u¨berzeugend. Da aber mein Ziel ist, die Anzahl der
Sequenzen zu erho¨hen, formuliere ich diese Bedingung als Prozentsatz der Sequenzen
in der zugrundeliegenden Sequenz-Datenbank.
Da die CD der vielversprechende Ansatz ist, versuche ich anhand dieser beispiel-
haft die Methoden auszuprobieren. Dazu probiere ich drei Regelsa¨tze aus. Der erste
Regelsatz ist eine Mindestla¨nge von 300 Nukleotiden und 80% der Ursprungsdaten-
bank treffen an dieser Stelle. Der zweite Regelsatz ist eine Mindestla¨nge von 200
Nukleotiden und 80% der Ursprungsdatenbank. Der letzte Regelsatz ist mit einer
Mindestla¨nge von 300 Nukleotiden und 70% der Ursprungsdatenbank. Alle Modelle
habe ich zweimal angewendet. Den ersten Lauf wende ich auf den Sa¨ugetieren und
den zweiten Lauf wende ich auf dem Ergebnis des ersten Laufs an. Bei dem Ver-
such eines dritten Laufs gab es fu¨r keine der Regelsa¨tze noch Treffer die den Regeln
entsprachen.
Der erste Regelsatz erzeugt bei fast gleicher Trefferquote nach dem ersten Lauf
nur noch 1195 und der zweite Lauf bei ebenfalls fast gleicher Trefferquote nur noch
1194 Treffer. Dies sind deutlich weniger als die Urspru¨nglichen 1230 Treffern. Dabei
wurde die Sequenz-Datenbank beim ersten Lauf auf insgesamt 286 Sequenzen und
im zweiten Lauf auf 296 Sequenzen erweitert. Also hat die Erweiterung, statt wie
erhofft Treffer in anderen taxonomischen Einheiten mehr werden zu lassen, sogar
die Anzahl an Treffern reduziert. Damit ist dieser Regelsatz so nicht brauchbar fu¨r
Erweiterungen der Datenbank.
Der zweite Regelsatz erho¨hte beim ersten Lauf die Anzahl an Sequenzen auf 304.
Damit werden 1194 Treffer bei Trefferquoten von 96,59% in den D-Loop und 94,3%
in eine Lu¨cke produziert (siehe Abschnitt 4.3). Dies sind wie beim ersten Regelsatz
fast gleiche Trefferquoten nur mit gesenkter Trefferanzahl. Der zweite Lauf erho¨ht
die Sequenzanzahl auf 307. Somit sind nur drei Sequenzen dazu gekommen. Dement-
sprechend sehen die Treffer sehr a¨hnlich zu dem ersten Lauf aus. Es bleibt bei 1194
Treffern und die Trefferquote hat sich nur auf 96,67% im D-Loop und auf 94,39%
in den Lu¨cken vera¨ndert. Somit gilt fu¨r diesen Regelsatz das gleiche, wie fu¨r den
ersten. Das Ergebnis zeigt, dass die Regelsa¨tze kontraproduktiv sind.
Der dritte Regelsatz erweitert die Datenbank auf 289 Sequenzen im ersten Lauf.
Damit werden 1195 Treffer erzeugt. Die Trefferquote bleibt auch hier fast gleich,
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na¨mlich 96,67% Treffen in einen D-Loop und 94,14% Treffen in einer Lu¨cke (siehe
Abschnitt 4.3). Der zweite Lauf erho¨ht die Anzahl an Sequenzen in der Datenbank
auf 297. Das a¨ndert aber nichts an der Trefferanzahl von 1195. Die Vera¨nderung an
der Trefferquote ist minimal: 96,68% im D-Loop und 94,31% in den Lu¨cken. Also ist
hier dasselbe Ergebnis zu beobachten, wie bei den ersten beiden Regelsa¨tzen: kaum
vera¨nderte Trefferquoten auf Kosten der Trefferanzahl. Somit ist auch der letzte,
hier gemachte Versuch der Verbesserung gescheitert.
Alle drei Regelsa¨tze haben Verschlechterungen gebracht, was deutlich zeigt, dass
die Methode so angewendet keinen Erfolg bringt. Trotzdem ist nicht auszuschlie-
ßen, dass aus andere Varianten mehr Erfolg produziert werden kann. So ko¨nnten
schwa¨chere Regeln vielleicht doch noch Erfolg bringen oder vielleicht wu¨rde keine
reine Erweiterung der Datensa¨tze, sondern ein Ausschluss der schlechtesten Sequen-
zen die Ergebnisse verbessern. Dies erla¨utere ich noch einmal genauer im Kapitel
11.
ETAS CD CD-R1 CD-R2 CD-R4 CSB1
Treffer 734 1230 1194 1194 1195 875
Treffer in eine Lu¨cke 680 1147 1126 1127 1127 530
Trefferquote fu¨r Lu¨cke 92,64% 93,25% 94,30% 94,39% 94,31% 60,57%
Grundmenge D-Loop 618 1112 1083 1084 1084 675
Treffer D-Loop 592 1065 1047 1048 1048 456
Trefferquote D-Loop 95,79% 95,77% 96,68% 96,68% 96,68% 67,56%
Tabelle 6.1: Die alle Sequenz-Datenbanke und Regelsa¨tze fu¨r blastn mit ihren Tref-
feranzahl und Trefferquote. Dabei steht CD-R1-3 fu¨r die drei Regelsa¨tze
nach dem zweiten Lauf. Die Grundmenge D-Loop sind alle Treffer die
in einem Genom mit D-Loop liegen (siehe Abschnitt 4.3).
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7 Nukleotidmodelle
In diesem Kapitel ist der zweite Versuch der Annotation beschrieben. Bei diesem
Versuch setzte ich auf Nukleotidemodelle, also auf ein Modell der verschiedenen
Sequenzabschnitte. Der entscheidende Unterschied zum Kapitel 6 ist, dass hier wei-
ter abstrahiert wird, wa¨hrend bisher direkt Sequenzen verglichen wurden, benutze
ich an dieser Stelle nur noch Modelle die alleine konservierte Bereiche beinhalten.
Dementsprechend kommt jetzt ein Programm zum Einsatz, dass auf Nukleotidmo-
delle arbeitet, dies ist Fragrep[12] (siehe Abschnitt 7.1). Da diese Modelle aber
auch erst einmal erstellt werden mu¨ssen, wird noch eine Methode beno¨tigt um diese
Modelle automatisiert zu erstellen. Dazu wird das bei Fragrep mit gelieferte Tool
aln2pattern benutzt. Aber dieses Tool steht nur am Ende, da davor die Modellpa-
rameter definiert werden mu¨ssen (siehe Abschnitt 7.2).
Der na¨chste wichtige Schritt ist dann die Auswertung der Ergebnisse und dar-
aus die Erzeugung einer Annotation. Dazu benutze ich den von Fragrep mitgelie-
ferten P-Wert. Da es an dieser Stelle einige Unstimmigkeiten gab, fu¨hre ich eine
ausfu¨hrliche Erla¨uterung der Auswertung im Abschnitt 7.3 durch. Eine Erla¨uterung
der Ergebnisse wird dann fu¨r alle fu¨nf Modelle einzeln Vorgenommen.
7.1 Fragrep
Bei Fragrep handelt es sich um ein Tool, das 2005 in Zusammenarbeit von Bioin-
formatikern aus Shanghai und Leipzig entwickelt wurde. Im Mai 2007 wurde dann,
die von mir benutzte zweite Version, vero¨ffentlicht. Jedes Modell besteht aus meh-
reren, konservierten Bereichen (C1, ..., Ck) und Lu¨cken zwischen diesen Bereichen
(X1, ..., Xk−1), wobei die Lu¨cken durch eine Mindest- und Maximal-La¨nge definiert
werden. Somit hat ein Modell die Form C1X1C2...Xk−1Ck. Die Besonderheit von
Fragrep ist, dass die Ausgabe des Treffers das komplette Modell abdeckt, also
Lu¨cken frei ist. Um dies zu erreichen werden zwei Schritte ausgefu¨hrt.
Der erste Schritt ist dabei, dass fu¨r alle konservierten Bereiche die Treffer ermittelt
werden. Der zweite Schritt ist dann u¨ber dynamische Programmierung Abschnitte zu
finden, in denen die Treffer mit passenden Absta¨nden zueinander stehen. Wa¨hrend
der erste Schritt eine einfache Sequenza¨hnlichkeitsanalyse ist, mit der Erweiterung,
dass an einigen Stellen mehrere Nukleotide zula¨ssig sind, ist der zweite Schritt kom-
plexer und wird u¨ber ein Graphen realisiert. In diesem Graphen sind die Knoten
die Treffer, die fu¨r die verschiedenen Bereiche im ersten Schritt erzeugt wurden. Die
Kanten sind Verbindungen zwischen diesen Bereichen, wobei ein Treffer von Ci nur
mit einem Treffer von Ci−1 verbunden wird. Diese Verbindung ist nur dann vorhan-
den wenn die Lu¨cke zwischen den beiden Treffern zu der Beschreibung der Lu¨cke
passt. Jetzt kann von C1 aus an dem Graphen entlang gegangen werden und wenn
man bei Ck angekommen ist, ist es ein gu¨ltiger Gesamttreffer.
Dadurch, dass es u¨ber dynamische Programmierung realisiert ist, ko¨nnen mehrere
Treffer an einer Position mit etwas anderen Modellen und Absta¨nden entstehen.
Eine Bewertung der Treffer wird durch ein P-Wert gegeben (siehe Abschnitt 7.3).
Außerdem wird der P-Wert noch in ein Gewicht umgerechnet[12].
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Da Fragrep 2.0 seit seiner Entstehung im Jahre 2007 nicht mehr weiter entwi-
ckelt wurde, ist ein Problem mit dem aktuellen GCC entstanden. Dieses Problem
fu¨hrt dazu. dass es bei einigen Sequenzen zu Fehlern gekommen ist. Dieser Fehler
tritt bei meinen Aufrufen bei 8,68% der Fa¨lle auf. Genauer gesagt sind bei 184 bis
195 Genomen pro Modell Fehler entstanden. Die hier fehlerhaften Ausgaben schlie-
ße ich von der weiteren Bewertung in diesem Kapitel aus. Da aber nach Angabe
der Entwicklern von Fragrep bald an diesem Fehler gearbeitet wird, ko¨nnten sich
die Ergebnisse noch einmal vera¨ndern mit einer aktualisierten Version von Fragrep
(siehe Abschnitt 11).
7.2 Modellerzeugung
Die Erzeugung der Modelle erfolgt u¨ber ein Tool das Teil von Fragrep 2.0 ist,
es nennt sich: aln2pattern. Dieses Tool beno¨tigt als Eingabe ein Alignment als
CLUSTAL-Format1. Dieses muss allerdings um eine
”
Sequenz“ erweitert werden.
Diese tra¨gt den Namen FRAGREP und hat in der Sequenzen nur
”
-“ oder
”
*“,
wobei
”
*“ fu¨r eine konservierte Position steht und
”
-“ fu¨r eine Lu¨cke.
Die elementare Frage ist jetzt, ab wann ist ein Bereich konserviert und wann ist es
eine Lu¨cke. Dafu¨r wird eine Entscheidung aufgrund der Verteilung der Nukleotide an
dieser Position getroffen. Genauer gesagt anhand der gro¨ßten Ha¨ufigkeit eines der
vier Nukleotide. Wenn diese Ha¨ufigkeit einen bestimmten Prozentsatz u¨bersteigt,
wird es als glaubwu¨rdig empfunden. Dieser Prozentsatz wurde mit drei Werten ge-
testet: 50%, 66% und 90%. Außerdem werden noch zwei nicht u¨berpru¨fte Annahmen
getroffen: einmal, dass jeder
”
konservierte“ Bereich mindestens fu¨nf Nukleotide lang
sein muss und das zwischen zwei
”
konservierten“ Nukleotiden ein nicht
”
konservier-
tes“’ Nukleotid stehen darf. Die erste Annahme ist dadurch motiviert, dass zu kurze
Sequenzen zu viele Treffer produzieren und die Laufzeit unbenutzbar verla¨ngern.
Die zweite Annahme hat das Ziel um große konservierte Bereiche nicht durch kleine
Variablen zersto¨ren zu lassen oder im schlimmsten Fall durch die erste Annahme
komplett zu verlieren. Aufgrund des Umfangs dieser Arbeit war es leider nicht mehr
mo¨glich statistische Auswertungen dieser Annahmen zu erstellen. Sie werden aber
noch einmal im Kapitel
”
Weiteres Vorgehen“ (siehe Kapitel 11) besprochen.
Die ersten beiden Testla¨ufe wurden komplett durchgefu¨hrt, wohingegen der dritte
Prozentsatz (90%) durch die beiden Annahmen fu¨r die kurzen Modelle zu restriktiv
ist und somit nur an der CD beispielhaft vollfu¨hrt wurde.
Die beste Trefferquote ergab die 50% Cutoff, so ergaben alle Modelle zusammen
5404 Treffer von denen 68,41% in einer Lu¨cke liegen und 75,02% im D-Loop tref-
fen. Mit den 66% Cutoff werden auch 5404 Treffer produziert, allerdings liegen nur
63,20% der Treffer im D-Loop. Hier bleibt festzuhalten, dass trotz der gleichen Tref-
feranzahl sehr unterschiedliche Treffer erzeugt werden. Dies kann aber durchaus auch
ohne Bedeutung sein und seine Ursache in der sehr schwachen Unterscheidung der
Treffer haben (siehe Abschnitt 7.3) oder an den beschriebenen Fehlern von Fragrep
(siehe Abschnitt 7.1). Die 90% Cutoff erzeugen bei der CD weniger Treffer als die
anderen Methoden. Da bei der CD alle Treffer in dem D-Loop liegen, werden hier-
mit also keine Verbesserung der Quote sondern nur eine Verschlechterung der Treffer
erzeugt. Darum benutze ich fu¨r alle weiteren Auswertungen die 50% Cutoff.
Dies ist eine sehr du¨rftige statistische Auswertung, zu der mich der Umfang der
Arbeit leider zwingt, so mu¨ssen weiter Prozentzahlen ausprobiert werden, um ei-
1http://www.imgt.org/IMGTindex/Clustal.html
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ne eindeutige Grenze zu ermitteln. Des weiteren gibt es noch andere Ideen und
Mo¨glichkeiten die Modelle zu beeinflussen. Darauf gehe ich im weiteren Vorgehen
genauer ein (siehe Abschnitt 11).
7.3 Auswertung mit dem P-Wert
Die Bewertung der Treffer von Fragrep stellt sich als schwer heraus. Zwar gibt
Fragrep zur Bewertung einen P-Wert aus und ein Gewicht was nur eine Umformu-
lierung dieses P-Werts ist. Der P-Wert ist so definiert das er die Wahrscheinlichkeit
angibt mit der eine Sequenz zufa¨llig entstanden ist. Fragrep benutzt hierfu¨r ein
auf Dinukleotid basierendes Markovmodell um Wahrscheinlichkeit anzugeben [12].
Somit ist die natu¨rliche U¨berlegung das umso kleiner dieser P-Wert ist umso un-
wahrscheinlicher ist die Zufa¨lligkeit und damit umso glaubwu¨rdiger der Treffer. In
der Tat wird der P-Wert so benutzt, allerdings meistens so, dass man einen gewissen
Punkt hat ab denn man kleineren Werten glaubt. Nun Ha¨ngt der P-Wert aber hier
direkt von dem Modell ab und es kommt somit hier nur zu minimalen Unterschieden
(siehe Abbildungen 7.1, 7.2, 7.3, 7.4 und 7.5). Dies schließt einen
”
Richtigikeitswert“
aus, da alle Treffer fast gleich sind. Die Werte zeigen weiterhin das es in der D-Loop-
Region sogar der P-Wert etwas ho¨her ist als wenn die Treffer nicht im D-Loop liegen.
Die Erkla¨rung fu¨r diesen Fakt kann damit gegeben werden, dass ein Treffer wenn er
sehr a¨hnlich zu dem Modell ist als wahrscheinlicher angesehen werden kann, da er
wahrscheinlicher in dem Modell auftaucht. Diese Begru¨ndung la¨uft der eigentlichen
Definition des P-Wertes zu wieder. Da gute Treffer eines Modells unglaubwu¨rdiger
erscheinen als schlechte Treffer des Modells.
Die Berechnung des P-Wertes in Fragrep erzeugt aber fu¨r gute Modelle auch bes-
ser (kleinere) Werte als fu¨r schlechte Modelle. Da fu¨r jedes Ci der Wert mit welcher
Wahrscheinlichkeit er im passenden Abstand zum Modell Ci−1 zufa¨llig entsteht ein-
zeln berechnet wird. Diese Werte werden am Ende, dann auf multipliziert. Somit ist
eine
”
besser“,
”
schlechter“ Aussage eigentlich nur fu¨r einen konservierten Bereich
mo¨glich. Fu¨r einen Bereich kann diese Aussage getestet werden in dem ein Modell
erstellt wird mit vielen gleichen und einer etwas anderen Sequenz. Nun la¨sst man
das Modell gegen eine Sequenz laufen, in der sowohl die
”
gut konservierte“ Variante
als auch die
”
schlecht konservierte“ Variante vorhanden sind. Nun kann man anhand
der P-Werte dieser Treffer erkennen, welche die
”
besseren“ Treffer sind.
Diesen Versuche mache ich indem ich als gute Variante AAAAA und als schlechte
Variante AAAAT verwende. Das Verha¨ltnis der beiden ist neun fu¨r die gute Variante
zu einen fu¨r die schlechte. In der Testsequenz stehen die beiden Strings umgeben
und getrennt von vielen Ns, diese sind Platzhalter auf denen nichts getroffen werden
kann. Das ergeben die P-Werte von 0,0169492 fu¨r AAAAA und einen von 0,0147312
fu¨r AAAAT. Somit ist der oben diskutierte Fakt fu¨r eine konservierten Bereich gezeigt.
Dies ist aber nicht einfach auf das gesamt Modell erweiterbar, da durch die Multi-
plikation und die Beachtung der Lu¨ckenla¨ngen weitere Werte die Eindeutigkeit der
Aussage zersto¨ren. Da ich aber eine Bewertung der Treffer beno¨tige und die Statistik
leicht zu Gunsten der gro¨ßeren P-Werte aus fa¨llt habe ich die gro¨ßten P-Werte als
glaubhaft angesehen.
Ein weitere Punkt der die Genauigkeit der Ergebnisse verfa¨lscht ist, dass es vor-
kommen kann, dass zwei Treffer an unterschiedlichen Stellen, den gleichen P-Wert
haben. An diesem Punkt ist gar keine eindeutige Aussage, welcher Treffer bes-
ser ist, mehr mo¨glich. So muss beiden Treffern geglaubt werden. Eine alternative
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Mo¨glichkeit der Auswertung wird im Kapitel
”
Weiteres Vorgehen“ gezeigt (siehe
Kapitel 11).
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Abbildung 7.1: Die P-Werte fu¨r ETAS1 als Boxplot fu¨r Treffer im D-Loop(rechts)
und fu¨r Treffer außerhalb des D-Loops (links).
7.4 ETAS1
Das hier benutze Modell ist bereits in Abbildung 5.1 dargestellt worden. Es werden
1495 Treffer erzeugt die mit einer Trefferquote von 57,12% in einer Lu¨cke liegen
und zu 64,34% im D-Loop (siehe Abschnitt 4.3). Die Trefferquote ist damit die
schlechteste fu¨r die Fragrep Ergebnisse. Dies ist wohl am besten mit dem langen
ersten konservierten Bereich zu begru¨nden, der einen Mittelteil hat der eher schlecht
konserviert ist aber u¨ber die eher schwache Grenze von 50% kommt. Eine zweite
mo¨gliche Erkla¨rung dafu¨r wa¨re, dass Aufgrund der drei Abschnitte aus denen es
besteht, die Bewertung nach dem gro¨ßten P-Wert nicht sinnvoll Funktioniert. Da-
mit werden viel
”
gute“ Treffer verworfen. Die taxonomische Verteilung der Treffer
ist wieder mit Schwerpunkt auf den Gnathostomata (1091 Treffer) aber auch ande-
re Sta¨mme wie die Arthropoda (Gliederfu¨ßer, 234 Treffer auf 353 Genomen) sind
abgedeckt. Trotzdem ist die Treffgenauigkeit zu schlecht und macht so das Modell
alleine Unbrauchbar.
7.5 CD
Die CD ist das gro¨ßte aller Modelle und somit auch das Modell was am schwersten
komplett getroffen wird. So produziert es nur 176 Treffer , diese sind alle in einer
Lu¨cke. Außerdem sind die 165 Treffer die in einem Genom mit D-Loop- Annotation
liegen, auch in dem D-Loop (siehe Abschnitt 4.3). Diese hohe Treffgenauigkeit hat
aber auch Folgen in der Verteilung der Treffer. Diese ist, da alle 176 Treffer in
den Sa¨ugetieren liegen, sehr gering. Es werden also fast nur die Ausgangssequenzen
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Abbildung 7.2: Die P-Werte fu¨r CD als Boxplot fu¨r Treffer im D-Loop(rechts). Es
liegen alle Treffer im D-Loop.
getroffen. Damit ist die CD zwar ein eindeutiges Zeichen fu¨r den D-Loop. Dieses
Zeichen ist leider kaum zu verwenden, da es nur in der Klasse der Sa¨ugetiere trifft.
Die Domain an sich ist aber durchaus, in anderen taxonomischen Einheiten zu fin-
den. Nur die 50% scheinen soviel Spielraum zu lassen das viele nicht so konservierte
Bereiche noch in das Modell schaffen. Eine Mo¨glichkeit wa¨re hier mit sehr starken
Cutoff zu arbeiten und nachtra¨glich die Lu¨ckenla¨ngen zu erweitern. So konnten bei
der CD mit 90% Cutoff und fu¨nf Nukleotide la¨ngere Lu¨cken 251 Treffer die auch
alle Richtig sind gefunden werden.
7.6 CSB1
Die CSB1 Produziert mit 1700 Treffern mit Abstand am meisten Treffer. Die Tref-
ferquote liegt bei 67,29% in die Lu¨cken und 75,83% in dem D-Loop (siehe Abschnitt
4.3). Die Verteilung hat auch hier ihren Schwerpunkt bei den Gnathostomata (1305
Treffer auf 1463 Genome) aber auch andere Sta¨mme wie die Arthropoda (220 Treffer
auf 353 Genomen) oder die Mollusca (Weichtiere, 48 Treffer auf 95 Genomen) sind
abgedeckt. Somit erreicht dieses Modell eine gut Streuung u¨ber den verschiedene
Sta¨mme, dass Problem ist das Trefferquote von 67,29% nicht wirklich gut ist. Sie ist
aber auf einem annehmbaren Niveau.
7.7 CSB2
Die CSB2 ist das dritt treffsicherste Modell von Fragrep, es produziert 1291 Treffer
von denen 69,48% in einer Lu¨cke und 73,03% in einem D-Loop liegen (siehe Ab-
schnitt 4.3). Diese Werte sind das selbe Niveau wie die CSB1 nur die Verteilung ist
etwas schlechter so ist ein Großteil der Treffer in den Gnathostomata (1175 Treffer
auf 1463 Genome). Die anderen Treffer verteilen sich ohne irgend einen Stamm ab-
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Abbildung 7.3: Die P-Werte fu¨r CSB1 als Boxplot fu¨r Treffer im D-Loop(rechts) und
fu¨r Treffer außerhalb des D-Loops (links).
out in
3e
-0
5
4e
-0
5
5e
-0
5
6e
-0
5
Abbildung 7.4: Die P-Werte fu¨r CSB2 als Boxplot fu¨r Treffer im D-Loop(rechts) und
fu¨r Treffer außerhalb des D-Loops (links).
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zudecken. Es gilt das gleiche wie fu¨r die CSB1, dass es verwendet werden kann aber
noch verbesserungswu¨rdig ist.
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Abbildung 7.5: Die P-Werte fu¨r CSB3 als Boxplot fu¨r Treffer im D-Loop(rechts) und
fu¨r Treffer außerhalb des D-Loops (links).
7.8 CSB3
Die CSB3 trifft wieder seltener als die anderen beiden CSBs, dafu¨r trifft sie aber
auch am besten das einzige Fragrep Modell das sie u¨bertrifft ist die CD. So trifft
sie 742 mal davon 84,36% in eine Lu¨cke und 89,85% in den D-Loop (siehe Abschnitt
4.3). Die Verteilung der Treffer liegt dabei fast komplett in den Gnathostomata
(662 Treffer auf 1463 Genome). Aufgrund der guten Trefferquote ist diese Modell
gut geeignet um Treffer zu erkennen das Problem ist die schlechte Verteilung der
Treffer.
7.9 Gesamtauswertung
Die Ergebnisse dieser Methode sind insgesamt nicht so gut. So ist die Verteilung
der Treffer sehr begrenzt und auch die Trefferquoten nicht u¨berzeugend, dies ist
aber wohl stark abha¨ngig von der ungenauen Bewertungsmethode. Die Ergebnisse
ko¨nnten durch eine Behebung dieses Fehlers deutlich verbessert werden. So sind fu¨r
jedes Modell außer der CD deutlich mehr Treffer in dem D-Loop vorhanden, als ich
mit dem
”
besten“ Treffern abgedeckte. Fu¨r die ETAS1 sind in 83,26% der Fa¨lle ein
Treffer im D-Loop vorhanden. Bei der CSB1 sind es 86,97%, bei der CSB2 sind es
86,2% und bei der CSB3 sind es 93,08%. Die CD wird hier ausgenommen, weil alle
Treffer in dem D-Loop liegen.
Die CD und CSB3 haben zwar sehr gute Trefferquoten, aber sind sehr lokal auf
die Gnathostomata beschra¨nkt. Dagegen Treffen ETAS, CSB1 und CSB2 weiter
Bereiche gut, haben dafu¨r aber eine schlechte Trefferquote. Somit sind momentan
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ETAS, CSB1 und CSB2 nicht gut zu gebrauchen. Falls das Problem der falschen
Trefferbewertung behoben werden kann, wu¨rden sie aber an Gewicht gewinnen.
Da die Modelle auch noch einige Punkte haben, die Verbessert werden ko¨nnen,
hat die Methode viel Potenzial. Es ko¨nnen an vielen Stellen einfache Verbesserun-
gen eingefu¨hrt werden, es mu¨ssen nur ausfu¨hrliche statistische Auswertungen gefu¨hrt
werden. Ich konnte sie leider aufgrund des Umfanges nicht mehr vornehmen. Außer-
dem ist zur Perfektion dieser Methode dringen ein Update des Tools selbst no¨tig.
ETAS CD CSB1 CSB2 CSB3
Treffer 1495 176 1700 1291 742
Treffer in eine Lu¨cke 854 176 1144 897 626
Trefferquote fu¨r Lu¨cke 57,12% 100% 67,29% 69,48% 84,37%
Grundmenge D-Loop 1147 165 1312 1094 621
Treffer D-Loop 738 165 995 799 558
Trefferquote D-Loop 64,34% 100% 75,84% 73,03% 89,86%
Tabelle 7.1: Die alle Modelle fu¨r Fragrep mit ihren Trefferanzahl und Trefferquote.
Die Grundmenge D-Loop sind alle Treffer die in einem Genom mit D-
Loop liegen (siehe Abschnitt 4.3).
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8 Sekunda¨rstrukturen
Die Sekundera¨rstruktur-Analyse fu¨hre ich mit einem Tool, mit den Namen
”
RNAali-
fold“, durch. Es ist Teil des
”
Vienna RNA package“ das seit 1994 entwickelt wird [7].
RNAalifold bestimmt zu einem gegebenen Alignment die Konsensusstruktur. Laut
Literatur befinden sich strukturell konservierte Bereiche in der ETAS1 und CSB1
[11]. Somit sollte RNAalifold, angewendet auf die Alignments der Einzelmerkmale,
lokal konservierte Faltungen vorhersagen.
Der Aufruf des Tool ergibt aber nur zwei Paarungen in der ETAS1 und in der
CSB1 gar keine Paarung mit die mit mehr als 35% wahrscheinlich ist. Diese Ergebnis
zeigt also das ich auf meinen Daten keine Faltung der Bereiche finden kann. Da die
Literatur aber auch sehr zuru¨ckhalten bei diesen Merkmalen ist und kaum genaue
Aussagen trifft, ist es wohl auch mehr eine theoretische Mo¨glichkeit dieser Faltung.
Ein weiter Punkt der Ursache sein ko¨nnte das die Faltung von DNA-Moleku¨len sich
anders verha¨lt als die Faltung von RNA-Moleku¨len. Da es sich bei dem D-Loop um
ein DNA- Konstrukt handelt muss dieser Unterschied beachtet werden. Um diesen
Umstand zu beru¨cksichtigen, werden im
”
Vienna RNA package“ extra DNA- Fal-
tungsparameter bereit gestellt. Da viele andre der herko¨mmlichen Faltungsprogram-
me diese nicht Beru¨cksichtigen kann es schnell zu einer falschen Faltung kommen.
Die anderen Sequenzen, besonders die CD, zeigen zwar auch Treffer fu¨r wahr-
scheinliche Faltungsmo¨glichkeiten. Diese sind aber auch nicht sonderlich glaubwu¨r-
dig, grade weil die CD sehr lang ist und es so wenige Paar sind. Zumal keine Stelle
ausgemacht werden konnte, in der eine la¨ngere Struktur entstehen ko¨nnte. Damit
gibt es leider keinerlei Besta¨tigung fu¨r die Annahme, dass es u¨berhaupt Faltungen
in diesen Bereichen gibt. Wenn es solche Strukturen gibt sind sie sehr Variable oder
vielleicht sogar zufa¨llige Ergebnisse. So ist es nicht mo¨glich hier weiteren Schritte zu
unternehmen oder gar eine Annotation daraus zu ermo¨glichen.
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9 Der D-Loop-Finder
Nun habe ich zwei Methoden, die Ergebnisse fu¨r die einzelne Domains des D-Loops
liefern. So kann ich mit Blastn gute Treffer fu¨r die ETAS1 und die CD produzieren.
Mit Hilfe von Fragrep kann ich gute Treffer fu¨r die CSB3, perfekte Treffer fu¨r die CD
und durchschnittliche Treffer fu¨r die CSB1 und CSB2 finden. Das Gesamtziel ist es
aber einen gesamten D-Loop zu finden. Also alle fu¨nf Doma¨nen in einen begrenzten
Bereich.
Dies wa¨re dann gegeben wenn es einen Bereich gebe, in dem die Reihenfolge der
einzelnen Merkmal (siehe Abbildung 2.3) stimmt und der Abstand nicht zu groß ist.
Die Schwierigkeit ist hier zum einen die Frage: was heißt zu großer Abstand. Fu¨r
diese Frage fu¨hre ich fu¨r alle fu¨nf Merkmale eine Statistik u¨ber die Absta¨nde zu
den andern Treffern der Feature durch und außerdem gebe ich noch den Abstand
zum Anfang und zum Ende des D-Loops an. An dieser Stelle muss eine Begren-
zung der Absta¨nde auf
”
sinnvolle“ Treffer statt finden. Als sinnvoll werden alle
Treffer angesehen die in einem D-Loop liegen. Somit erhalte ich fu¨r jedes Merk-
mal fu¨nf Abstandswerte (siehe Abbildungen 9.1, 9.2, 9.3, 9.4 und 9.5). Aus diesen
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Abbildung 9.1: Die Absta¨nde des ETAS1 Merkmals von den anderen Merkmalen
und dem Anfang (start) und Ende(stop) des D-Loops. Nur der An-
fang des D-Loops liegt vor der ETAS1, der Rest dahinter.
Werten kann nun der Abstand geschlossen werden, genauer gesagt benutze ich als
maximalen Abstand das 75% Quantil. So ist ein Großteil der Sequenzen in diesem
Abstand. Die ermittelten Absta¨nde sind in der folgenden Tabelle vermerkt. Da-
bei ist der Abstand als der kleinste Abstand definiert. So wird er mit der Formel:
min(|f1.stop− f2.start|, |f2.stop− f1.start|) berechnet. Da es sich um den kleins-
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ten Betrag zwischen den Absta¨nden handelt ist es egal welches der beiden Feature
vorne liegt. Die Reihenfolge hat damit keine Auswirkung auf das Ergebnis. Es ist
Anfang ETAS1 CD CSB1 CSB2 CSB3 Ende
ETAS1 157 - 266 587 854 925 1143
CD 450 266 - 221 386 440 680
CSB1 724 587 221 - 601 451 789
CSB2 885 864 386 601 - 36 194
CSB3 1046 925 440 451 36 - 191
Tabelle 9.1: Die Absta¨nde fu¨r alle Merkmale und dem Anfang und dem Ende des
D-Loops. Es sind die kleinsten absta¨nde zwischen ihnen und sie werden
als Betragwerte angeben.
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Abbildung 9.2: Die Absta¨nde des CD Merkmals von den anderen Merkmalen und
dem Anfang (start) und Ende(stop) des D-Loops. Nur der Anfang
des D-Loops und die ETAS1 liegen vor der CD, der Rest dahinter.
auch zu beachten das die Vergleiche zwischen als
”
sinnvoll“ betrachten Treffern ge-
macht wird. So kann in bestimmten Genom nur CSB1 und CSB2 verglichen werden
und in einem anderen Genomen nur CSB1 und CSB3. Durch diese unterschiedlichen
Grundmengen fu¨r den Vergleich ist der Abstand zwischen CSB1 und CSB2 gro¨ßer,
als zwischen CSB1 und CSB3, obwohl die Reihenfolge der Merkmale CSB1, CSB2,
CSB3 ist.
Die ermittelten Absta¨nde sind die Grundlage fu¨r den Algorithmus der Versucht
eine D-Loop Annotation zu finden. Dabei interessieren mich nur die maximalen
Absta¨nde.Das heißt, wenn es einen Treffer gibt der nicht weiter als der maxima-
le Abstand entfernt ist glaube ich diesen. Nach dem die Treffer ermittelt wurden,
werden sie u¨ber die Absta¨nde zu Gesamtmodellen des D-Loops zusammengesetzt.
Angefangen bei der ETAS werden die Merkmale nach deren Anordnung im Genom
durchgegangen. Also in der Reihenfolge: ETAS, CD, CSB1, CSB2, CSB3. Wenn
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Abbildung 9.3: Die Absta¨nde des CSB1 Merkmals von den anderen Merkmalen und
dem Anfang (start) und Ende(stop) des D-Loops. Der Anfang des D-
Loops, die ETAS und die CD liegen vor der CSB1, der Rest dahinter.
nun ein Treffer in passenden Abstand gefunden ist werden alle dahinter liegenden
Absta¨nde von diesen Treffer bestimmt. Die Bestimmung der in dem Modell ent-
haltenden Merkmale, wird noch erweitert durch die Bestimmung der Außengrenzen
des D-Loops Modell. Um diese zu bestimmen werden die Ermittelten Absta¨nde zu
Anfang und Ende des D-Loops benutzt. Der Anfang des D-Loops wird mit Hilfe
des, fu¨r den Anfang ermittelte Abstands zu dem vordersten Treffer in dem Modell
festgelegt. Das Ende wird analog ermittelt nur das hier der hinterste Treffer in dem
Modell benutzt wird. Somit ist das Ergebnis ein zusammenha¨ngendes Modell ohne
Lu¨cken.
Die zweite wichtige Frage ist welchen Treffern mehr geglaubt wird und welche
Treffer nicht glaubwu¨rdig sind. Diese Entscheidung mache ich abha¨ngig von den
ermittelten Trefferquoten. So ist die CD, die u¨ber Fragrep getroffen wird, der bes-
te Treffer. Die weiter Reihenfolge ist dann die CD die u¨ber Blast getroffen wurde,
gefolgt von dem CSB3 Treffer. Dann folgt die ETAS1 Region. Die letzten beiden
Merkmale sind CSB2 und CSB3. Diese ko¨nnen nur zusammen einen Treffer produ-
zieren. Da nun nicht immer der richtigen Absta¨nde zwischen den Merkmalen liegen
ko¨nnen so mehrere Modelle entstehen. Diese haben dann ein oder mehrere Merkma-
le in sich vereint. Ich glaube dem Modell das die meisten Merkmale in sich vereint.
Dabei ist es egal ob es die CD und die CSB3 oder nur die CSB1 und CSB2 sind.
Wenn allerdings zwei Modelle gleich viele Merkmale in sich vereinen entscheidet die
oben beschriebene Reihenfolge welcher der Treffer genommen wird. Genauer gesagt
entscheidet das beste Merkmale jedes Modelles. Das eine Wertung welche Modelle
besser sind nur bei gleicher Anzahl verwendet wird ha¨ngt damit zusammen, dass
auch die eher schlechten Modelle der CSB2 und CSB3 sehr unwahrscheinlich in
richtigen Abstand zueinander liegen.
42
start ETAS CD CSB1 CSB3 stop
0
50
0
10
00
15
00
20
00
25
00
30
00
Abbildung 9.4: Die Absta¨nde des CSB2 Merkmals von den anderen Merkmalen und
dem Anfang (start) und Ende(stop) des D-Loops. Nur die CSB3 und
das Ende des D-Loops liegen hinter der CSB2, der Rest davor.
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Abbildung 9.5: Die Absta¨nde des CSB3 Merkmals von den anderen Merkmalen und
dem Anfang (start) und Ende(stop) des D-Loops. Nur die das Ende
des D-Loops liegt hinter der CSB3, der Rest davor.
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10 Ergebnisse
In diesem Kapitel stelle ich die Ergebnisse des D-Loop-Finders, als Abschluss der
Bachelorarbeit, vor. Die Ergebnisse der einzelnen Methoden stehen in denn ent-
sprechenden Kapiteln. Der D-Loop-Finder produziert 1495 Treffer fu¨r den D-Loop,
diese konzentrieren sich zum großen Teil in den Gnathostomata (1337 Treffern in
den 1437 Genomen). die restlichen 158 Treffer verteilen sich auf viele Klassen ohne
das eine Verdichtung dieser in einer taxonomischen Einheit gibt (siehe Abbildung
10.1). Somit gibt es nur brauchbare Ergebnisse fu¨r die Vertebrata (
”
Wirbeltiere“).
Die Vertebrata sind ein Unterstamm in den Chordata und alle Spezies in denn Ver-
tebrata geho¨ren zu der U¨berklasse der Gnathostomata.
Die Trefferquote ist auf den ersten Blick schlecht: 13,73% in den D-Loop und
19,43% in eine Lu¨cke. Diese Werte mu¨ssen aber relativ gesehen werden. Ich tref-
fe, aufgrund der großen Ungenauigkeit bei den Ra¨ndern des D-Loops, den Anfang
des D-Loops zu weit vorne bzw. das Ende des D-Loops zu weit hinten. Die Durch-
schnittsla¨nge ist bei 1169 Nukleotiden fu¨r die 1495 Treffer, die ich mit dem D-Loop-
Finder erzeuge. Dagegen ist die Durchschnittsla¨nge bei den RefSeq- Annotationen
bei 967 Nukleotide somit sind meine Treffer im Durchschnitt 202 Nukleotide zu lang.
Nun ist die bisherige Auswertung von relativ kleinen Merkmalen ausgegangen. So
das
”
im D-Loop“ wirklich bedeutete, dass das ganze Merkmal in diesem D-Loop lag.
Um auch fu¨r den D-Loop-Finder sinnvolle Ergebnisse zu produzieren vera¨ndere ich
die Aussage soweit, dass ich ab hier von einem Treffer im D-Loop spreche, wenn der
D-Loop Treffer mit mindestens 500 Nukleotiden mit der RefSeq- D-Loop- Annota-
tion u¨berlappt. Die 500 Nukleotide Grenze ist angesetzt, weil 94,40% der RefSeq-
Annotationen la¨nger als 500 Nukleotide sind. Somit kann ich u¨ber mo¨glichst viele
D-Loops eine Aussage treffen. Weiterhin sind 500 Nukleotide ausreichend lang um
auszuschließen, dass sie sich nur etwas u¨berschneiden. Damit kann davon ausgegan-
gen werden, dass es sich um Treffer im richtigen Bereich handelt.
A¨hnliches gilt fu¨r die Aussage das eine Annotation in einer Lu¨cke liegt. Dies be-
deutete bis jetzt, dass ein Merkmal keine U¨berlappung mit einem Gen, außer dem
D-Loop, besitzt. Diese Aussage ist aufgrund der großen La¨nge der D-Loop- Treffer
kaum zu erfu¨llen. Hier ist eine Anpassung schwer da eine Aussage wie:
”
x Nukleo-
tide U¨berlappung mit anderen Features ist zula¨ssig“ schwer zu treffen ist. So kann
nicht gesagt werden, ob der Treffer vielleicht drei bis vier gute tRNAs in seiner Mit-
te einschließt oder einfach vorne und hinten jeweils 100 Nukleotide zu lang ist. Im
ersten Fall ist es eindeutig in keiner Lu¨cke annotiert, wohingegen der zweite Fall
offensichtlich eine zu große Annotation ist. Um diese Interpretationsspielraum etwas
abzudecken gebe ich mehrere Ergebnisse an. Bei Null Nukleotiden U¨berlappung lie-
gen 19,43% der Treffer in einer Lu¨cke. Die zweite Auswertung la¨sst 200 Nukleotide
als U¨berlappung zu. Diese 200 Nukleotide sind die D-Loop Treffer im Durchschnitt
zu lang. Hier erreiche ich eine Trefferquote von 58,19% in eine Lu¨cke. Diese Zahl
kann mit einem extremen Wert von 500 Nukleotiden zula¨ssiger U¨berlappung sogar
noch auf 81,40% gesteigert werden. Diese 500 Nukleotide ist mit fast der Ha¨lfte
der Durchschnittlichen Gesamtla¨nge sehr extrem gewa¨hlt. Auf der anderen Seite
sind in den
”
ho¨heren“ Spezies, wie den Vertebraten, kaum ein Bereiche ohne An-
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Abbildung 10.1: Der Stammbaum mit allen Klassen in denen Treffer des D-Loop-
Finders vorhanden sind. Die erste Zahl gibt an wie viele Genome
die RefSeq in dieser Klasse hat. Die Zahl in den Klammern gibt
an wie viel dieser Genome einen Treffer des D-Loop-Finders haben.
Die Abbildung wurde mit TreeGraph2 erstellt [18].
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notation, in den mitochondrialen Genomen. Eine Treffer der nicht in die Lu¨cke des
D-Loops Trifft, steigt deswegen sehr schnell u¨ber die 500 Nukleotide U¨berlappung.
Eine Aussage u¨ber die Trefferquote in denn die Lu¨cken ist nicht eindeutig, aber es ist
offensichtlich das ein Großteil der Treffer zumindest Teilweise in einer Lu¨cke liegt.
Abbildung 10.2: Der Stammbaum mit allen Klassen in denen ein Treffer des D-
Loop-Finders sich mit einem in der RefSeq Annotierten D-Loop
u¨berschneidet. Die erste Zahl gibt an wie viele Genome es gibt in
der ein Treffer ist und eine D-Loop Annotation aus der RefSeq. Die
Zahl in den Klammern gibt an wie viel dieser Treffer in der D-Lopp
Annoation liegt. Die Abbildung wurde mit TreeGraph2 erstellt [18].
Die Vera¨nderung der Wertung von Treffern im D-Loop fu¨hrt zu einer deutlich
ho¨heren Trefferquote. Sie steigt auf 93,84% und ist somit fast bei der Grenze von
94,40% der D-Loop Annotationen die u¨berhaupt la¨nger als 500 Nukleotide sind.
Diese zwei Werte sind aber nur mit Vorsicht vergleichbar, da die 94,40% u¨ber alle
D-Loop- Annotationen in den Metazoa erstellt wurde. So sind in den Vertebrata
1410 Annotationen (98,25%) mit mehr als 500 Nukleotiden La¨nge vorhanden. Das
Ergebnis von 93,84% Treffern ist sehr gut, wenn man es sich auf die Vertebraten
begrenzt betrachtet ergibt sich sogar eine noch bessere Trefferquote von 96,94%. Das
große Problem dabei ist, die Verteilung der Treffer, in den D-Loop, die ausschließlich
in den Vertebraten liegt, mit einer Ausnahme in den Insecta (
”
Insekten“).
Hier spiegelt sich noch einmal die grundsa¨tzliche Problematik wieder das die Aus-
gangsdaten nur aus den Sa¨ugetieren gewonnen wurden. Denn somit ist die Treffge-
nauigkeit nur in den Vertebrata gut. Die anderen taxonomischen Einheiten werden
fast nicht bzw. nur schlecht abgedeckt. So sinkt die Trefferquote, fu¨r ein Treffer im
D-Loop, wenn man die Vertebrata ausschließt auf 2,43%. Dies ist absolut unzurei-
chend, es sind nur 158 Treffer die u¨berhaupt außerhalb der Vertebrata liegen.
Die zweite Problematik die die Statistik deutlich gezeigt hat ist, dass Anfang und
Ende des D-Loops nicht ordentlich bestimmt werden kann. Eine mo¨gliche Abhilfe
wa¨re, hier das Begrenzen durch bereits annotierte Positionen der Gene. Diese Be-
grenzung hat aber zur Folge, dass in vielen Genomen keine anderen Mo¨glichkeiten
mehr gibt als eine einzige Lu¨cke. Dann wa¨re eine Aussage u¨ber die Effizienz in der
D-Loop Bestimmung sehr begrenzt. Das es Probleme beim bestimmen der Ra¨nder
gibt, verwundert nicht wenn man sich in Erinnerung ruft, dass der D-Loop keine
eindeutige Struktur ist, sondern in mehreren La¨ngen vorkommen kann [14].
Somit kann abschließend gesagt werden, dass es sehr guet Mo¨glichkeiten gibt den
D-Loop aufgrund seiner Merkmale zu bestimmen. Es wurden zwei funktionieren-
de Methoden vorgestellt, die sehr viel Verbesserungspotenzial besitzen. Außerdem
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wurden diese beiden Methoden zu einem fu¨r die Vertebrata sehr gut funktionieren-
den Tool zusammen gesetzt. Das einzige Problem dabei ist, dass die Ra¨nder nicht
eindeutig begrenzt werden konnten. In den anderen Sta¨mmen konnten nur sehr spo-
radisch schlechte Treffer erzeugt werden. So das fu¨r diese Sta¨mme keine verla¨sslichen
Annotation gemacht werden konnten.
D-Loop ETAS CD-b CD-f CSB1 CSB2 CSB3
Treffer 1495 734 1230 176 1700 1291 742
Treffer in eine Lu¨cke 870 680 1147 176 1144 897 626
Trefferquote fu¨r Lu¨cke 58,19% 92,64% 93,25% 100% 67,29% 69,48% 84,37%
Grundmenge D-Loop 1251 618 1112 165 1312 1094 621
Treffer D-Loop 1174 592 1065 165 995 799 558
Trefferquote D-Loop 93,84% 95,79 95,77% 100% 75,84% 73,03% 89,86%
Tabelle 10.1: Das Ergebnis des D-Loop-Finders (D-Loop) bei 500 Nukleotiden
U¨berlappung in den D-Loop und 200 Nukleotiden U¨berlappung zu
anderen Genen. Zum Vergleich die in ihm Vereinten Merkmale. ETAS
und CD-b sind Ergebnisse von Blast. CD-f, CSB1,CSB2 und CSB3
sind Ergebnisse von Fragrep Die Grundmenge D-Loop sind alle Treffer
die in einem Genom mit D-Loop liegen (siehe Abschnitt 4.3).
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11 Weiteres Vorgehen
In diesem Kapitel werden noch offene Fragen diskutiert, deren Beantwortung Thema
zuku¨nftiger Analysen sein wird. Des weiteren sind Ideen fu¨r zusa¨tzliche Verbesserun-
gen der Methoden beschrieben. Wa¨hrend sich der erste Abschnitt mit allgemeinen
Verfeinerungesmo¨glichkeiten bescha¨ftigt. widmen sich die verbleibenden drei Unter-
kapitel direkt den drei angewandten Methoden.
11.1 Allgemeine Verbesserungen
Eine generelle Einschra¨nkung ist darin zu sehen, dass als Grundlage fu¨r die Annota-
tionen nur die Sa¨ugetiere genommen wurden. So scheinen diese fu¨r die Vertebraten
zwar ausreichend Variabilita¨t zu besitzen, um gute Treffer zu produzieren. In an-
deren Sta¨mmen funktioniert die Methoden allerdings u¨berhaupt nicht. Es ist auch
fraglich ob es u¨berhaupt eine einheitliche Methodik geben kann, um die verbleiben-
den Sta¨mme abdecken zu ko¨nnen. Die D-Loop Regionen ko¨nnten sich zu sehr von
einander unterscheiden. Allerdings konnte zumindest fu¨r die ETAS (siehe Abschnitt
7.4) und die CSB2 (siehe Abschnitt 7.6) gezeigt werden, dass sie in den Arthropo-
da aufzufinden sind. Da es nicht gelungen ist, fu¨r die CD ein passendes Modell zu
produzieren, kann keine direkte Aussage zu dieser getroffen werden. Die Treffer der
Blast Methode legen nahe, dass diese Region auch in anderen Sta¨mmen anzutreffen
ist.
Die Ergebnisse fu¨r CSB2 und CSB3 sind dagegen sehr auf die Vertebrata begrenzt,
jedoch nicht einmal u¨berall dort aufzufinden. Somit kann angenommen werden, dass
ETAS, CD und CSB1 stark konserviert sind. Weiterhin sind CSB2 und CSB3 eher
lokal konserviert in denn Vertebraten. Diese Annahme muss aber mit weiteren Sta-
tistiken und Alignments von anderen Tiergruppen untermauert werden.
Neben der Erweiterung auf andere Sta¨mme, muss auch die Ungenauigkeit der
Grenzen des D-Loops verbessert werden. Eine Mo¨glichkeit wa¨re hier die Absta¨nde
der Modelle in kleineren Gruppen als die kompletten Vertebraten zu betrachten.
Da es eine starke Tendenz in Richtung großer D-Loop-Regionen gibt, wa¨re es viel-
leicht auch eine U¨berlegung wert, die Außengrenzen nicht auf das 75% Quantil zu
legen, sondern das arithmetisches Mittel als Abstand zu nehmen. Da fu¨r die inter-
nen Absta¨nde zu große Werte nicht direkt Scha¨dlich sind, ko¨nnen diese erst einmal
auf den gro¨ßeren Werten belassen werden. So oder so mu¨ssen weitere Untersuchun-
gen, der Absta¨nde unternommen werden. An Weiterhin besteht die Mo¨glichkeit die
Annotationen in der RefSeq als Grundlage zu benutzen und nicht eigene Treffer zu
verwenden.
11.2 Blast
In der Blastn Methode gibt es zwei Ansatzpunkte fu¨r Verbesserungen. Zum einen
werden die
”
Berge“ allein auf einer quantitativen Beurteilung der Treffer gebaut.
Dies geschieht komplett ohne einen Filter der E-Werte. Es ko¨nnte an dieser Stelle
48
sinnvoll sein die E-Werte, das heißt die Qualita¨t der Treffer weiter zu beru¨cksichtigen.
So ko¨nnte die Wahl einer maximalen Obergrenze der E-Werte, zum Beispiel E < 1e−
10, die Fehleranfa¨lligkeit reduzieren. Eine Bewertung der Treffer u¨ber die E-Werte
ko¨nnte die Genauigkeit erho¨hen. Zum Beispiel kann der negative Logarithmus der
E-Werte einen vergleichbaren Qualita¨tswert liefern. Wenn man diesen aufsummiert,
statt einfach die Anzahl an Treffern, wa¨ren wenige gute Treffer besser als viele
schlechte.
Der zweite Punkt ist, dass die Methode als Sequenzvergleichsmethode sta¨rker von
den Ausgangsdaten abha¨ngig ist, als die anderen abstrahierenden Methoden. Die-
sem Problem kann nur schwer entgegen gewirkt werden. Man wu¨rde ein mo¨glichst
breite Streuung an Ursprungssequenzen beno¨tigen. Diese Streuung ist per manueller
Analyse fast nicht mo¨glich. Da dafu¨r aus allen Klassen mehre Genome betrachtet
werden mu¨ssten. Außerdem du¨rfen auch zu spezielle Formen nicht zu stark vertre-
ten sein, weil dann die Methode nicht mehr im Allgemeinen funktioniert. Eine gute
Mo¨glichkeit diesem Problem entgegen zu wirken, wa¨re eine automatische Erweite-
rung der Ausgangsdaten zu betreiben. Die in dieser Arbeit vorgestellten Methoden,
dies zu versuchen, waren nicht effektiv und produzierten keine Verbesserungen. Eine
Ansatzpunkt wa¨re, nicht nur neue Sequenzen hinzuzufu¨gen, sondern auch schlechte
Sequenzen aus den Datenbanken zu lo¨schen. Dabei beno¨tigt es aber eine Mo¨glichkeit
zur objektiven Bewertung dieser Sequenzen. Dies kann daru¨ber realisiert werden,
dass eine Sequenz als umso besser angesehen wird, je mehr Treffer sie mit verur-
sacht hat. Also wird sie besser wenn sie oft in die Regionen trifft, die wirklich in
einem D-Loop liegen. Es wa¨re auch mo¨glich das Ganze noch eine Stufe weiter zu
automatisieren und einen
”
Evolutiona¨ren Algorithmus“ zu benutzen. Dabei wu¨rden
aus den Ausgangsdatensatz mehre Datenbanken produziert. Diese werden dann be-
nutzt und bewertet. Nun werden zufa¨llig zwei Datensa¨tze ausgesucht. Aus diesen
wird dann jeweils eine zufa¨llige Anzahl an Sequenzen zu einem neuen Datensatz
zusammengefu¨gt. Diese Datensa¨tze werde noch durch ein paar neue Sequenzen, die
Treffer dieser Datensa¨tze sind, erweitert. Diese Prozedur wird beliebig oft wieder-
holt. Wenn eine bestimmte Anzahl an Datensa¨tzen erreicht ist, werden immer die
schlechtesten Datensa¨tze gelo¨scht, bevor neue generiert werden. Dabei wird ein Da-
tensatz schlecht bewertet, wenn er weniger richtige Treffer verursacht als die anderen
Datensa¨tze. Das Problem bei diesem Algorithmen ist, dass die Ergebnisse auch keine
Verbesserungen bringen ko¨nnen. Dies geschieht wenn die Zufallsvariablen keine Ver-
besserungen bringen oder nur kleine Verbesserungen bringen, die aber nicht weiter
verbessert werden ko¨nnen. So mu¨ssen die Ergebnisse kritisch betrachtet werden und
es kann sein, dass ein Lauf des Algorithmus keine Verbesserungen bringt.
11.3 Fragrep
Bei Fragrep gibt es drei Punkte fu¨r Verbesserungen, wobei der erste Punkt, die
Fehler, die das Programm selber produziert, nur von den Programmentwicklern be-
hoben werden kann. Nachdem sie behoben wurden, mu¨ssten alle hier angegebenen
Ergebnisse und Statistiken noch einmal u¨berpru¨ft werden, da nicht auszuschließen
ist, dass es Verbesserungen sowohl in der Treffgenauigkeit als in der Trefferverteilung
gibt. Dies ist dann der Fall, wenn der Fehler viele gute Treffer zersto¨rt.
Der zweite Punkt ist das Modell bauen. An dieser Stelle gibt es viele Verbesse-
rungsmo¨glichkeiten. So gibt es zwei Annahmen die der Einfachheit halber ungetes-
tet u¨bernommen wurden. Weiterhin gibt es die die fast ungetestet Mo¨glichkeit die
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Lu¨cken zwischen den konservierten Bereichen nachtra¨glich zu erho¨hen und auch die
Cutoff- Werte sind nur sehr grob U¨berpru¨ft worden.
So mu¨ssen die Mindestla¨nge fu¨r die konservierten Bereichen statistisch u¨berpru¨ft
werden. Die Motivation hinter dieser Mindestla¨nge ist, dass kurze Bereiche la¨nger
rechnen, da sie viele Treffer im erste Schritt von Fragrep produzieren. Mit entspre-
chenden Rechenkapazita¨ten ko¨nnen auch Bereichsla¨ngen von drei oder vier Nukleo-
tide, zeitgerecht behandelt werden. Die Auswirkung dieses Parameters muss aber
auch statistisch ausgewertet werden.
Die Annahme, dass es auch Lu¨cken von einem Nukleotid in den konservierten Be-
reichen geben darf, muss ebenfalls statistisch bewertet werden. Die Idee hinter dieser
Annahme ist das ansonsten, wegen der Mindestla¨nge, wichtige Teile verloren gehen
ko¨nnten. So kann, bei einer Mindestla¨nge von fu¨nf Nukleotiden, ein nicht konser-
viertes Nukleotid dazu fu¨hren, dass acht konservierte Nukleotide verworfen werden.
Somit ist diese Annahme direkt abha¨ngig von der Mindestla¨nge. Wenn diese redu-
ziert wird, ko¨nnte diese Annahme unno¨tig werden. So oder so mu¨ssen statistische
Daten u¨ber die Relevanz dieser Annahme aufgestellt werden. Sinnvollerweise unter
Beachtung mit der Mindestla¨nge.
Eine weiter Punkt zur Verbesserung der Modelle findet sich in der Vera¨nderung
der Absta¨nde in denen die konservierten Bereiche zueinander stehen. Dies ist be-
sonders sinnvoll bei hohen Cutoff- Werten, da hier viele relativ kleine Abschnitte zu
finden sind, die eine hohe Dichte an eindeutigen Nukleotidzuweisungen haben. So
besteht das Modell nur noch aus wirklich konservierten Bereichen. Alleine durch die
Abstandsbegrenzung der Lu¨cken ko¨nnen solche guten Treffer nicht zu einem pas-
senden Gesamtmodell zusammengebaut werden. Die Erho¨hung der Absta¨nde darf
aber auch nicht zu stark sein, da ansonsten der Graph, der in Fragrep zum zusam-
menbauen benutzt wird, zu groß wird. Ein zu großer Graph erho¨hen die Laufzeit zu
stark. Dieser Ansatz wurde nur kurz mit der CD angetestet und konnte Verbesserun-
gen erzeugen. Sie sollte noch einmal ausgiebiger getestet und statistisch ausgewertet
werden.
Die letzte Verbesserungsmo¨glichkeiten an den Modellen sind die Prozentwerte
fu¨r den Cutoff, die nur mit drei Werten getestet wurden. Dieses gibt viel Spielraum
fu¨r weitere Verbesserungen. Es sollten mo¨glichst viele Varianten ausprobiert werden.
Grade im hohen Prozentbereich, zusammen mit kleinen konservierten Bereichen und
mit Erweiterung der Lu¨cken liegt vermutlich großes Potenzial fu¨r bessere Modelle,
die auch Treffer außerhalb der Vertebrata erzeugen. Diese Vermutung muss aber
durch Statistiken weiter untersucht werden.
Die letzte Punkt ist eine schwerwiegende Problematik. Dabei handelt es sich
um die Bewertung der Treffer. Diese Bewertung erfolgt im Moment durch eine
grundsa¨tzlich falsche Methode. So wird eigentlich schlechteren P-Werten geglaubt,
auf einem Niveau in der kaum eine Unterscheidung der P-Werte mo¨glich ist. Diese
Unstimmigkeit ist zwar der Methodik geschuldet, mit der Fragrep den P-Wert er-
mittelt, trotzdem ist dies keine sinnvolle Lo¨sung. Eine Abhilfe dieser Situation kann
es nur geben, wenn die Treffer aus Fragrep auf wenige, bis mo¨glichst nur einen Tref-
fer, reduziert werden ko¨nnen. Diese Reduzierung muss ohne eine direkten Vergleich
zweier P-Werte von Treffern des gleichen Modells erfolgen. Eine Mo¨glichkeit wa¨re
eine Modellverbesserungen, mit dem Ziel weniger falsche Treffer zu erzeugen. Die
zweite Mo¨glichkeit ist eine Auswertung mit Hilfe der Treffer der anderen Modelle.
Dies kann u¨ber eine erneute Anwendung des Fragrep-Algorithmus geschehen. Da-
bei wird der gesamte D-Loop als eine Modell betrachtet und die Merkmale wa¨ren
die konservierten Bereiche in diesem Modell. Um so ein Modell zu schaffen, werden
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die Absta¨nde zwischen den einzelnen Merkmalen (siehe Abschnitt 11.1) beno¨tigt.
Diese Variante hat gute Mo¨glichkeiten nur sehr wenige Treffer zu erzeugen. Da es
nicht sehr wahrscheinlich ist, dass falsche Treffer in der richtigen Reihenfolge auftre-
ten. Der Algorithmus ko¨nnte aber sogar zu restriktiv sein, da ja nicht alle Modelle
in allen Genomen Treffer verursachen. So ko¨nnte die CSB2 und CSB3 vielleicht als
optionale Treffer angesehen werden.
Eine andere Mo¨glichkeit der Trefferreduzierung wa¨re den Algorithmus, der jetzt
die Treffer fu¨r denn D-Loop-Finder zusammensetzt, an dieser Stelle anzuwenden. Es
wa¨ren nur leichte Anpassungen no¨tig, da jetzt nicht von einen Treffer pro Merkmal
ausgegangen werden kann, sondern von vielen. Die Bewertung der Treffer ko¨nnte
dann wieder direkt u¨ber den P-Value erfolgen, solange es sich nicht um zwei Tref-
fer handelt, die aus genau den selben Komponenten zusammengebaut wurden. Der
Vorteil dieser Methode ist, dass sie auf jeden Fall ein Treffer ausgibt, sobald es ein
Treffer von einem Merkmal gibt. Der Nachteil ist, dass wenn es in einem Genom nur
Treffer eines Merkmals gibt, die Bewertung wieder zum selben P-Wert-Dilemma, wie
in der aktuellen Version, fu¨hrt. De facto gibt es keine objektive Bewertung dieser
Treffer in so einer Situation. Somit bleibt nur die Mo¨glichkeit allen Treffern oder kei-
nem zu glauben. So ko¨nnte allen geglaubt werden und mit Hilfe von Blastn Treffern
im D-Loop-Finder einen der Fragrep Treffer als glaubwu¨rdiger einzustufen.
11.4 Sekunda¨rstrukturen
Die einheitlichen Sekunda¨rstrukturen haben sich in dieser Arbeit in so einer
”
klei-
nen“ Klasse wie den Sa¨ugetieren als nicht existent heraus gestellt. Dies schließt aber
nicht die Existenz in Teilgruppen aus. So ko¨nnte man auf Familien-Ebene oder auf
Ordnungs-Ebene vielleicht konservierte Strukturen finden. Dieses Merkmal ist wohl
nicht zur Annotation geeignet, da es, wenn es auftritt, wohl eher in Teilgruppen
zu finden ist. Einen erfassbaren Datensatz an Faltungen geben, die in vielen Ge-
noemen zu finden ist. Dies wu¨rde es ermo¨glichen aus diesen Faltungen doch noch
eine Annotation vorzunehmen. Eine weitere denkbare Verwendung dieser Faltungen
wa¨re eine zusa¨tzliche Besta¨tigung von Treffern zu generieren. Die weitere Analy-
se dieser Mo¨glichkeit kann also eine Verbesserung der Annotationen bringen. Diese
Verbesserungen sind nicht garantiert und beno¨tigen viel Aufwand um festzustellen
wie erfolgversprechend sie sind. Die anderen Verbesserungen sind an dieser Stelle
jedoch wichtiger und erho¨hen sta¨rker die Annotations- genauigkeit und -abdeckung.
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